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発情豚の子宮頸管部粘液への

好中球遊走現象に関する研究

紫野　正雄
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緒 言

　発情期の豚の頸管粘液中には多数の好中球がみられる。このような現象

は、他の家畜にはみられない［7，9，31，32，41，44，71，73－79，88，93，109，115］。

一一禔A犬、猫、マウスおよびラットは上皮細胞が変化した多数の角化細胞

が認められる［12，14，17，18，27，47，49－52，58，65，75，80，97，111，112］。し

かし、これらは合目的な役割をもった現象とはいいがたく、退行性変化と

考えられる。

　一儀に好中球の遊走がみられるのは炎症の場合である。発情期の頸管部

に炎症らしい所見はみられないが、粘膜の充血、腫脹、粘液分泌の増加な

どは、発情にともなう特徴的変化で炎症時とは異なる。．

　筆者は、豚の頸管粘液中への好中球遊走について、その意義や機序を追

求するとともにブタの繁殖機能を判定する上で、何らかの尺度として応用

できないかどうかも視野に入れながら実験的研究を行なった。

　実験の順序として、第1に、繁殖周期に伴う頸管粘液中の好中球数の好

中球数の変動を調べた。正常に発情を繰り返しているブタの発情、妊娠、

分娩および授乳の全期間に渡って頸管粘液中の好中球数の特徴的変化がど

こに有るかの確認を目的とした。

　第2に、頸管粘液中の好中球数と外部徴候ならびに排卵時期との関係に

ついて検討した。発情時には外部徴候の変化にもとずいて頸管粘液中の好

中球数との関係を明らかにし、卵巣では卵胞の成熟と排卵が起こっている。

この過程のどのところに最も関係が深いのかをさらに内分泌学的検討を含

めて詳細に解析した。

　第3には、第2の結果から内分泌学的検討が主体になり、結果としてエ

ストロゲンとプロゲステロンがその主要な因子であることがほぼ確定的と

考えられる。そのことを確認するために卵巣摘出豚を用いて、エストロゲ

ンとプロゲステロン投与試験を試み、血中エストロゲンとプロゲステロン

濃度の変動と外部徴候および頸管粘液中の好中球数の関連について検討し
た。

　第4として、頸管粘液中の好中球遊走と内分泌学的関連する因子として

エストロゲンとプロゲステロンを卵巣摘出豚に投与して疑似発情誘起と自

然発情豚と頸管部粘膜組織の組織形態学変化を解析した。その時の粘膜上
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皮細胞層の変化、粘膜下織細胞層、血管の変化、遊走細胞の侵出と変化の

状況を比較し確認を行った。

　第5は、頸管粘液中の好中球の遊走におよぼすlndomethacin（lnd以下

略）および穎粒球コロニー形成刺激因子の効果について検討を行った。自

然発情豚にlndを投与し、排卵抑制と内分泌学的影響と頸管粘液中の好中

球数と外部徴候との関連を検討した。卵巣摘出豚にエストロゲンとlnd投

与による頸管粘液中の好中球数と外部徴候についての相互の反応について

検討をした。つぎに、穎粒球コロニー形成刺激因子とエストロゲンの頸管

粘液中の好中球数の増数効果についての影響を検討した。以上、一連の実

験を、豚の発情期に生起する頸管粘液中の好中球数の増数現象の内分泌学、

細胞組織学変化との関連性を確認して、その機序を解明することを目的と

した。
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第1章　繁殖周期に伴う頸管粘液中の好中球数、

　　　　　　　　　外部徴候の変化

　頸管粘液中には少数の好中球が常時観察されるが、繁殖周期中の発情期

には著しく増加する［32，41，48，71，77］。

　このように、好中球が集中的に増加出現する現象は、炎症時以外は普通

考えられない。そのため、発1早期以外の時期に、なんらかの原因で生殖道

に起炎的な感作が加わり、好中球が多数出現していることも考えられるの

で、本章では繁殖周期すなはち、発情期、妊娠期、分娩期、授乳期を通し

て、頸管粘液中の好中球数の変動および外部徴候について観察した。

　　　　　　　　　　　　　　実験材料

　供試豚は、麻布大学動物繁殖学研究室のランドレース種と大ヨークシャー

種の雑種2頭（Nα64，65）で、3歳、4産、21EIの発i青周期を正しく反復

しているものを選んだ。給飼は、日本配合飼料標準によった。

　　　　　　　　　　　　　　実験方法

　、、殖周　の時　のメム

　発情開始当日を0日とし、授精を行い、ついで妊娠、分娩、授乳期まで

を、表1のとおり1～8に区分した。発1予後105日までは21日ごとに区切り、

それ以後は供試豚の状況に応じ、適宜区分した。発情周期21日と分娩時、

授乳期のおのおの区分基点の前後3日の合計7日間を細胞数を集計して平

均値として表示した。

　1区分を21日間としたのは、豚の発1青周期が21日であるので、区切りと

して違和感のないこと、および妊娠しているのに豚や牛でまれにみられる、

いわゆる妊娠発1青が種付け後21日目に発来するので、このことを想定した

ためである。

　　古王1の観察

雄許容反応は種雄豚を乗駕さすか、両開で背部を圧迫しても不動の姿勢を

保つことで判定し、外陰部は充血、腫脹を観察した。

頸管粘液採取時期

全繁殖周期を通して毎日ほぼ午前8時と午後4時に採取したが、
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集計処理を行うときは午前8時の値を採用した。

　粘液採取法［88，93］

　直径1cm、長さ40　cmの塩化ビニール管を膣内に挿入し、その中を通し

て一定の大きさの綿棒を頸管部第2搬襲部粘膜に接着させ、時計回りに5回

転させ、粘液を付着させた（図8）。

　粘液中好中球算定法［88，93］

　粘液採取した綿棒をPBS液1m1を容れた小試験管に投入し、充分に撹搾

洗浄した。こうしてできた細胞浮遊液を細胞数算定に供した。

　細胞の算定は浮遊液50μ1に白血球染色用チルク液250μ1を加え、

Thomaの計算板により実施した（図9）。

　繁殖周期を通じて、連日の頸管粘液中の好中球数の推移をそのままグラ

フとして示した。加えて、発情日およびその日から数えて21日目ごとの前

後の3日間、計7日間の、平均値±標準偏差を示した（表1）。

　　　　　　　　　　　　　　実験成績

　外部徴候の変化は、雄許容反応，外陰部の充血，腫脹は発情期には著明で

あったが、妊娠中はすべて明瞭な発情期と同様な変化は認められなかった。

しかし、妊娠末期になって充血、腫脹が強くみられ、これは分娩に備えて

の変化で、発情期とは異質のものである（図3～7）。

　頸管粘液中の好中球数の推移を連日観察した結果、発情期および分娩直

後に顕著な上昇が認められた（図1、2、10、13および表1）。

発情期、Nα64は最高278個×60／μ1、　Nα65は207×60／μ1であった（図10）。

　分娩直後、・Nα64は245×60／μ1、Nα65は870×60／μ1で極めて高い値がみ

られた（図13）。

　つぎに、最初の発情およびその日から数えて21±3日目ごとの平均値を

計算した。

　発情期のNα64の77．3×60／μ1、Nα65の136．4×60／μ1が高かったが偏差値

も大きかった（表1）。

　分娩期では、Nα64の平均49．1×60／μ1、　Nα65は239．3×60／μ1であるが、

偏差値も大きかった（表1）。

　Nα64では、発情期と他周期の間に有意差は認められなかった。妊娠初期

に対して、妊娠中～後期および妊娠後期はともに低値であった。授乳期に
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対し、妊娠中期、妊娠中～後期および妊娠後期はともに低値であった（そ

れぞれ、P＜0．05、0．01、0．03）。

　Nα65では、発情期は、妊娠初期から後期までの各期および授乳期に対し

て有意に高く　（P＜0．01）、また、妊娠初期は後期よりも高かった（P〈

0．05）。

　　　　　　　　　　　　　　考　　察

　この実験の目的は、正常に発情を繰り返しているブタの発情、妊娠、分

娩および授乳の全期間に渡って頸管粘液中の好中球数の特徴的変化がどこ

に有るかの確認を目的とした。

　繁殖周期全般を通して連日観察の結果、発情期と分娩直後に好中球数の突

発的な上昇がみられた（図10および13）。

　この両時期は、共に血中エストロゲン濃度が高値にあることが報告されて

いる［4，15，19，23，24，32，33，45，46，72，83，85，106，107］。好中球数の消長

と血中エストロゲン濃度との間に関連性があることが推定される。なお、

佐藤ら［73］の述べている最初の発情から数えて21日目ごとの発1青予定日

に相当する時期には、妊娠していても、血中E値の上昇と、粘液中好中球数

の増加が認められるとの現象［4，25］は、今回の供試豚では疑似発情様徴候

がみられなかったので、確認のための実験はできなかった。

　つぎに、繁殖周期の時期を区分した各細別の粘液中好中球数比較の結果、

Nα64では発1青函とほかの周期との間には有意差は認められなかったが、発

情時の高E値が短期間のうちに急低下したためと推定された。しかし、発

情期には短期間とはいえ、好中球数が一過性に上昇している現象は明らかで、

連日の観察が重要である。

　Nα65の発情期は分娩期を除くほかの前期に対し、有意に高かった（P＜

0．01）が、これは発情時の好中球数の絶対値が高かったことと、発情後スパ

イク状に好中球数が上下したためで、佐藤ら［73，105］のいう卵巣におけ

る小卵胞の発育があったのかもわからない。

　分娩期は、Nα64，65とも一過性の好中球数の上昇が認められたが、その

前の妊娠各期は概ね櫓囲であった。

　しかし、妊娠中期以降からエストロゲンとプロゲステロンの血中濃度が

上昇す。妊娠初期の血中エストロゲン値は2．5P9／me前後であるが、分娩が
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近い時期では400P9／mCである。このときのプロゲステロン値は17～20ng

／meであるが、分娩直前には1ng／me以下となる［！，2，4，16，34，70］。プ

ロゲステロンの抑制がなくなり、エストロゲン効果の残存効果の残こりで、

それが好中球のラグタイムと考えられる。そして、プルゲステロンは粘液

中への好中球出現に対して、エストロゲンと拮抗作用のあることが示唆され

た。

　以上のことから、血中エストロゲン値の上昇が粘液中の好中球数の増加

と強く関係することが明らかとなった。

　なお、発情時や分娩時にみられる生殖道の充血、腫脹、組織の増殖等の

所見は炎症時にもみられる変化であり、好中球出現機序を解明する場合、関

連づけて考察することも必要と思われる。
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第2章　頸管粘液中の好中球と外部徴候ならびに

　　　　　　　　排卵時期との関連

発情期の豚の頸管粘液中には極めて多数の好中球がみられる［22，77，79］。

これらの所見は主として発情期におけるエストロゲン濃度が上昇する結果

出現すると考えられる［23，24，33，34，72，85］。

　筆者はこれらをたしかめるために発情期に起こる全身的（主に性腺ホル

モンの動き）および局所的な諸変化（卵巣、外陰部徴候）を経時的に解析

する必要があると考え、つぎのような実験計画を設定した。

　すなわち、排卵現象を柱として中核に据え、その前後に起こる自然発情

での発情期中の所見を重点的に取りあげた。

　　　　　　　　　　　　　　実験材料

　供試豚は、ランドレース種と大ヨークシャー種との雑種6頭と、梅山系雑

種1頭で、年齢は3，4歳、産歴は4～6産、発1青徴候は明瞭で、いずれも21

日の正常発情周期を示しており、卵巣、外部徴候には臨床上、特に異常の

認められない。

　　　　　　　　　　　　　　実験方法

　すべての供試豚は発情開始時を中心におおむね14日間、外部徴候の検査

をし、頸管粘液は毎日午前、午後採取し、好中球数を算定した。

　供試豚のうち、4頭（Nα64，67，96，108）は2回ずつ発1青期を中心に外

部徴候の変化と頸管粘液中の好中球数を観察した。他の3頭（Nα84，85，

88）を選び、交配を行い、このことは受精後の細胞分割から排卵時間帯を

推定ができるために実施した。また、受精卵（卵細胞あるいは胚）の確認

を行うために試験的開腹手術と解剖を実施した。その時、卵巣の検査所見

は卵胞および黄体の状況とその数および卵胞破裂状況、内分泌学的検査と

して血中estradiol－17β（以下E2と略）およびProgesteroneを測定した。

　以下、各検査項目について、それぞれの方法を記述する。

　雄許容反応、外陰部の検査：第1章と同様

　頸管粘液中の好中球数の検査：第1章と同様
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　　・・認のための試．白甥　　術

　交配時間および交配回数：開腹手術および解剖予定の3頭は発情開始（雄

許容反応確認）直後に第1回目、そして第2回目は12から24時間後に交配を

行った。

　　・・および再W圭’・の回目のための試験的謂　手術

　過去の報告［13，33，34，36，66，105］によると排卵は発情開始から、31±

5．5時間の範囲とされ、これを参考にして開腹手術を行った。

　NQ84は、発情開始後51時間55分に1回のみ開腹、　NQ　85は，38時間51分と

48時間23分の2回を開腹し、53時間40分経過した時点で解剖した。NQ88は、

発1青開始後27時間15分と37時間50分の2回を開腹した。

　開腹手術にあたり、前麻酔処置として［92，110］、塩酸ケタミンを体重

1kg当たり10㎎の割合で井底筋肉に注射した。鎮静後保定し、切開部位は

1濟部から後方へ10cln離れた部位から最後乳頭の1つ手前の乳頭部までの正

中線とした。腹腔から子宮、卵巣を引き出し、卵巣の大きさ、卵胞の数と大き

さ、排卵点、黄体数とその大きさ、形状を検査した。

　採・・の　。

　加熱処理した豚血清を1％の割に加えた0．85％生理食塩液を38℃に加温

し、卵管子宮部から注入し、卵管一部をビーカーへ誘導し、流出液とともに

卵細胞、胚を収集した。

　ビーカーで受容した梅鉢の卵子を集め、実体顕微鏡で数および分割状況

を検査した。

　血　E2およびP油度の測

　豚頸静脈から血液10mρに対し、ヘパリンナトリウム加10me容量の滅菌採

血管に血液を注離した後、速やかに5℃に冷却し、3000rpm、15分間冷却

遠心した。分離した血漿は一20℃以下で保存した。測定方法は、検体血漿

0．1m1を直接測定用ポリプロピレンチューブに入れる。その後37℃で1時

間感作後に測定用ポリプロピレンチューブ壁に固定されたE2、およびP抗

体にヨウ化E2、およびPの被検体を一定時間競合反応させ、チューブのγ

カウンター値をシンチレイションカウンアーで測定した。同時に標準検量

曲線を作成して、その検量曲線から被検体のE2とP値を検出した
［11，28，37，68］　。
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白血斑‘の庖　は第1章と同様

　　　　　　　　　　　　　　実験成績

　正常発情を繰り返しているブタの発情期を中心に各2回、供試豚4頭

（延べ8頭）について、その概要を記述する。

　これらの供試豚は発情期およびその前後の期間中、連日頸管粘液中の好

中球数を検査し、また、外部徴候も併せて検査した。

　No．64

　1回目、粘液中好中球数は発情開始日の3日前にやや上昇し、いったん下

降後、発情前日に350×60／μ1と急に上昇し、翌日再び急激に減少し、以後

その値を持続した。

　雄許容と充血は発情開始前から発情開始翌日までの3日間、腫脹は発情開

始前を中心に7日間みられた（図14）。

　2回目、粘液中好中球数は発情前日に350×60／μ1と最高値を示し、発情開

始日はやや下降し、．以後低値を持続した。この2回の発情回帰の変化は発

情徴候と好中球数の変化が極めて安定していた。

　雄許容は発情開始日と翌日の2日間、充血は発情開始日を含めて4日間、

腫脹は発情開始日を中心に7日間観察された。外部徴候の状況は、発情期の

2回の変化については極めて似ていた（図14）。

　No．67

　1回目、粘液中好中球数は発情開始日に450×60／μ1と急上昇し、翌日下

降、雄許容は発情開始日と翌日の2日間、充血および腫脹はそれぞれ発1青開

始日を含む6掴間認められた
（図15）。

　2回目、粘液中好中球数は発情開始日のみ450×60／μ1と急上昇し、雄許容、

充血、腫脹とも発情開始日をはさんで2から3日で終了した（図15）。この

豚は、2回の発情期の外部徴候と好中球数の変動は極めて類似性が高い例

であった。

　No．96

　1回目、粘液中好中球数は発情の4日前に1回、中程度の上昇が見られ

一旦下降し、発情開始日に1．400×60／μ1と急上昇し、翌日にかけてやや減

少し、2日目から3日目にかけて下降した。雄許容は発情日を含め2日間、
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充血、腫脹は発情を中心に5日間認められた（図16）。

　2回目、粘液中好中球数は発情開始翌日に1．850×60／μ1と上昇し、2から

3日間持続した。雄許容、充血、腫脹も相応に認められた。2回の発情期の

外部徴候変動は極めて似ていたが好中球数の変化は1日のずれであった。

しかし、語数のピーク他の2頭より数倍であった（図16）。

　No．108

　1回目、粘液中好中球数は発情の4日前に1回、中程度の上昇がみられ一

旦下降し、発情開始日から翌日にかけて750×60／μ1と急上昇し、2日目には

下降した。雄許容反応は発情日を含め2日間、充血、腫脹は発情を中心に5

日間認められた（図17）。

2回目、粘液中好中球数は発情開始翌日に850×60／μ1と最高値となり、2か

ら3日間中程度の高値を持続した。雄許容反応、充血、腫脹と相応に認めら

れた（図17）。2回の発情の変化は好中球数の出現は高く、そのピークは

1峰性で発情開始後1日目に認められた。また、外部徴候については、発

情開始前～後にかけてその反応性はきれいに一致していた。

　以上について、4頭の豚の発情周期の発情日を中心として、2回各々に

ついてその変化をみた。発情日の前2日、後1日位の間、特に頸管粘液中に

多数の好中球が出現することが確認された。結果、頸管粘液中の好中球数

は、外部徴候が顕著である発情開始日から発情開始日翌日に増数の変化が

観i察された。また、同一個体では、1回目と2回目の発情時に、同時間に

同程度の好中球数の増加をしましたもの（4頭中1頭）、異なる時間に異

なった程度の中数ピークを示しもの（4頭中1頭）があることがわかった。

後者の場合も、時間的ずれが24時間以内であった。

　次に、頸管粘液中の好中球数の変動の関連性を検討するために卵巣と排馬

卵時間そして卵細胞、分割胚の確認のための試験的開腹手術を行った。3

頭については、1頭ずつ検査項目別の成績を中心に述べる。

　Nα84

　交配は2回実施した。試験的開腹手術は発情開始後51時間55分経過した

時点で実施した（表2）。

　外部徴候は、すべての供試豚に認められた（図18）。

　頸管財　　の　　王・’ρの亦

　排卵時間帯およびその周辺での好中球数の変動は、排卵のほぼ0．5日前
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（発情開始の0．5日後）には一過性の上昇、すなわち、1．040×60／μ1がみら

れた。これと同程度のピークは発情開始前4日および2日にもみられ、さ

らに発情開始後1日目と発情開始後5～6日にもみられた（図18）。

　発情開始前6日から2．5日の間の好中球数は、432±397×60／μ1（平均値

±標準偏差、以下省略）、発情開始前2日から発情開始後1．5日までの値は

491±298×60／μ1、発情開始後2日から8日目までは579±358×60／μ1であっ

た。なお、表示はしなかったが、これら3幽間に有意差は認められなかっ

た（図18および19）。

　右卵巣には直径0．8㎝の黄体4個、0．7㎝のもの3個が認められた。左卵巣

には直径0．8cmの黄体4個、0．7cmのもの2個が認められた。黄体はいずれ

も表面を鮮血色の血液凝固義膜で覆われており、形成初期のものである。

なお、卵胞は両卵巣に直径約0．5㎝のものが20個ずつ認められた（表2）。

　頸管粘液中の好中球数と血中白血球数との間に特に相関は認められなかっ

た。

　・・1、包の回収

　卵管灌流の結果、左卵管から4細胞期胚と3個、3細胞期胚が2個、合計5

個の細胞期卵が認められたが、右卵管からは発見できなかった（表2）。

　血中E2およびP濃度の変動

　血中E2濃度は、発情開始4日前、10．8　pg／m1、3日前、15．O　pg／mlと上

昇し始めたが、発情開始前1日目から低下し、5．Opg／m1の値が持続した

（図19）。

　血中P濃度は、発情開始前から発情開始日を通して低値で発情開始前1

日目に1．Ong／rn1でさらに発情開始日当日は3．Ong／rn1と次第に上昇する傾

向が認められた（図19）。

頸管粘液中の好中球数と血中E2濃度と間に関連性が認められた。

　NQ85
　交配は1回実施した。1回目の試験的開腹手術は発情開始後38時間51分、

2回目は48時間23分に行い、解剖は発情開始後53時間40分に実施した（表

3）。

　外部徴候は、すべての供試豚に認められた（図20）。

　隻駕糟　　の　　王・”の亦
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　好中球は発唐画を含めて、それより前1週間にわたって採取した。その

間、細胞数は1、2日間隔で3回のピークがあり、最後のピークは発情中に

出現し、細胞数は5．095×60／μ1で最も高く、発情1週間前の細胞数を100と

して比べると9．86倍となり、増数ピークが排卵時間帯と一致した（図20）。

　頸管粘液中の好中球数は、発情開始前5日から2．5日の間で401±374×60

／μ1、発情開始前2日から発情開始後1．5日の間では1．388±1．850×60／μ1で

あった。しかし、両者間に有意差は認められなかった。

　頸管粘液中の好中球数と血中白血球数との間には、相関はみられなかっ

た。

　第1回目手術時、右卵巣に直径1．0㎝の卵胞が9個、左卵巣は直径1．Ocm

の卵胞5個が認められた（表3）。卵巣の状態から排卵はまだ行われていな

いと判定された。

　第2回目の手術は第1回目の手術より各卵胞の増大がみられた。その後、

許容開始から53時間40分後に解：剖し、右卵巣に0．8cmの黄体が8個、左卵巣

に0．6cmの黄体が5個存在し、鮮血色血液凝固義膜で覆われ、黄体形成初期

と判定された。卵胞は右卵巣に0．6cmのもの1個が認められた。　（表3）。

　・・秀、包の回又

　すべて2細胞胚で右卵管から6個、左卵管から2個回収された。受精卵

が2細胞胚に分化するまでの時間は、14～19時間とされているので、ここ

では中間の16時間を採用すると、排卵時間帯は発情開始から26時間経過時

と推定とした（表3）。

　血　E2およびP濃　の亦

　血中E2濃度は、発情の3日前から上昇し、発情開始前1日目に最高

24．7pg／mlとなり、発情開始日には5．Opg／m1まで下降し、排卵時間帯前

まで同値を持続した。

　血中P濃度は、発情開始後1日目に0．5ng／rnlから僅1かである1．Ong／rn1か

ら1．3ng／mlとわずかに上昇した程度であった（図21）。

頸管粘液中の好中球数と血中E2濃度との関係は低かった。

　NQ　88

交配は2回実施した。1回目の試験的開腹手術は発情開始後27時間15分、

2回目のそれは37時間50分後に行った（表4）。　外部徴候は、すべての
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供試豚に認められた（図22）。

　肇懲’訳　　の　　環’の亦

　好中球は発情期の数日前から若干の増減を示しながら徐々に上昇し、発

情開始後1．5日目に好中球数1755×60／μ1と最高ピークとなった。この値は

発情期数日前を100とすると、細胞増加率は16．3倍に相当するが、発情開

始後2日目には減少した（図22）。

　発情開始前5．5日から2日までの好中球数の集計結果は256±160×60／μ1、

発情開始前1．5日から発情開始後1．5日の間では671±160×60／μ1、発情開始

後3日から6日目の問では501±181×60／μ1となり、各々の問には有意差が

認められた（P＜0．01）　（図22）。

　1回目試験：的開腹手術では、右卵巣に直径1．Ocmの卵胞が5個、左卵巣

には1．Ocmのもの4個、0．8㎝1のもの3個があり、排卵は認められなかった。

　2回目の試験的開腹手術では、右卵巣に、直径1．Ocm、0．6cm、0．5cmの卵

胞がそれぞれ3、3、1個あり、黄体は9個認められた。左卵巣は1．Ocrn卵

胞が5個、黄体9個が認められた。卵胞は頂点部の卵胞膜が極めて菲薄で、

排卵直前の所見が見られ、退行黄体が認められた（表4）。

　・・，、包の二又

　右卵管から1個確認されたが、受精卵かどうか判定できなかった（表4）。

　血中E2およびP濃度の変動

　血中E2濃度は発情開始直後に最高値を示したが、ほかの2頭（No84，85）

に比べて低値であった。血中P濃度は発情開始後1日目に1．Ong／m1と僅か

に上昇傾向がみられた（図23）。

　頸管粘液中の好中球数と血中E2濃度との関係は、　（r＝一〇．582）であっ

た（図19）。

　No．84、85、86の排卵時間帯と頸管粘液中の好中球数との関係を示した

　（図24）。排卵時間帯の前かその時間帯にほぼその変動が一致していた。

さらに、これら3頭の血中steroid　hormone濃度と排卵時間帯を示した（図

25）。血中E2濃度は、排卵時間帯に先行して1日から2日前に上昇した。血

中P濃度は、発情開始前1日目および発情開始当日から徐々に三値ながら

僅かに上昇変化に転じた（図24および25）。
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　　　　　　　　　　　　　　考　　察

　供試豚4頭（延べ8頭）を用いて、発情周期を各2回、発情期を中心に発

情開始前4日から7日目から発情開始後5日から7日目までの間を調べた・

この供試豚は、発情期およびその前後の期間中、連日頸管粘液中の好中球

数を測定し、外部徴候も併せて検査した。　以上を総合すると・発情日を

中心として、その前2日、後1日位の間、特に頸管粘液中に多数の好中球が

出現することが確認された。結果、頸管粘液中の好中球数は、外部徴候が

顕著となる発情開始日から発情開始日翌日に起こり、増熱の観察される時

間は1日から1日半以内であった。また、同一個体では、1回目と2回目

の発情時に、同時間に同程度の好中球数の増加をしましたもの（4頭中1

頭）、異なる時間に異なった程度の画数ピークを示しもの（4頭中1頭）

があることがわかった。また、外部徴候のうち雄許容反応、充血そしいて

腫脹が頸管粘液中の好中球数の法数ピークとよく一致してた。このことは

卵巣活動、すなはち卵胞からのエストロゲンの分泌ピークが発情開始前に

きていることが示唆された。

　今回、この4頭は、発情周期が規則的に回帰していたために頸管財血中

の好中球数の変動がきれいな増数ピークをしめした。このことは、内分泌

的変動が安定し、さらに頸管粘液中の好中球数の増数的変動と従来報告の

あるエストロゲン変動［23－25，33］とのずれが2から3日間あることが予

測された。また、好中球の遊走現象の増数ピークとのずれが2から3日間

のラグタイムのあることが示唆された。

　次に、頸管粘液中の好中球数の変動の関連性を検討するために卵巣と排

卵時間そして卵細胞、分割胚の確認のための試験的開腹手術を行った。3

頭については、1頭ずつ検査項目別の成績を中心に述べる。

　発情徴候は、血中E2濃度の上昇によって起こる。　E2濃度は一般に卵胞穎

粒層細胞から分泌されるが、排卵、黄体形成ともに、分泌が減少する。こ

れらの変化を追及するには、この時期に形態的にも機能的にももっとも顕

著な変化がみられる卵巣での排卵現象を中心として、これと連動する外部

徴候の変化を合わせ検討した。

　今回、筆者は、正確に排卵現象を観察するため、直腸検査のかわりに試

験的開腹手術によって、卵巣、卵管を観察し、卵胞や黄体の所見から排卵

の有無を直接確認した。さらに卵管から卵細胞を回収し、受精卵の細胞胚
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分割を調べ、発情中に起こる内分泌学的変化、頸管粘液中の好中球数につ

いて時間的な変動について検討した。

　その結果、E2の血中濃度が上昇し始めるのは、排卵前3・4日頃からであ

る［23，24，33，72，85］。関連して、血中E2濃度の変動と発情時の外部徴候

との関係について、2、3の検討結果を示すと、血中E2濃度の上昇に続き、

外陰部充血、腫脹、その他の外部徴候も顕著に強く発現する（図18，20お

よび22）。

　一方、頸管粘液中の好中球数は、上述の外部徴候の発現と同調して増加

することが確認され、血中E2濃度と密接な関連性のあることが示唆された。

また、頸管粘液中の好中球数が多数進出しているときの血中白血球の動態

は虚数が3例のため、はっきりした結論は無理であるが、増加傾向があるよ

うでもあった（図19、21および23）。

　佐藤ら［73，74，75，77，79］は発情時に頸管粘膜上皮細胞間隙を、変形し

ながら表層面へ移動しつつある好中球を走査型電顕でとらえている。

　Branscheedら［9］は発情期には頸管粘膜上皮の表層面が疎となり、下

層から移動してくる好中球をはじめ、その他の遊走細胞の通過が容易とな

ること、膣上皮でも同様の傾向がみられると述べている。

　しかし、E2が頸管に作用した結果、2次的にどのような変化が局所に誘

発されるかは、好中球の遊走機序を解明することが重要と考えられる。

　ラットで卵巣内肥満細胞が発情前期に増加して、発情期から発1青後期に

かけて面心粒を起こすが、この際に放出されたヒスタミンの作用として、血

管透過性充進や細胞内浮腫が生じるとの報告もみられる［21，55，56，81，］。

　また、E2により、膣部上皮細胞内および組織中にグリコーゲン、脂質、ヒ

スタミンなどの含有量が増加するとの報告もみられる［9］。

　近時、妊娠中および分娩時、頸管部の熟化に関する所見で、間質の浮腫毛

細血管の拡張、組織の増殖、白血球浸潤、コラーゲン線維の解離が起こるこ

とが報告されている［57］。

　Uchiyamaら［103］は頸管組織を培養し、特に妊娠末期の組織中には好

中球遊走活性のある物質の存在を認めている。

　一般に好中球の遊走は自己に対する防衛的目的が主と思われるが、交配時

での微生物、あるいは、死滅精子の処理は合目的性の発現とも考えられる。

また、頸管粘液中の好中球出現を炎症反応と関連させて、生理的炎症反応と
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呼称しているが、共通項が存在するかもわからない［9］。

　いずれにしても、今回の試験で、排夘時刻の確認した根拠は、No．84は、

4細胞胚までえの胚の分化する時間が約24時間とされているので・開腹し

た時刻から24時間さかのぼった時点が排卵のはじまりで、その時間は発情

開始から約28時間とした。また、No．85は、排卵時間は発情開始から38時

間で、No．88は、発情開始から37時間となった。今回の実験から・排卵時

間帯は発情開始後26～38時間であることが確認できた［34，66，105］・ま

た、頸管粘液中の好中球数の変動ピークが排卵時間帯より前に、また同時

間帯に重なったことで、仮に発情開始時刻を見落としたときでも・頸管粘液

中の好中球の状態を観察することで交配適期を判定する一つの指針の根拠

となることも確認できた（図24）。

　Beckerら［8］もミニ豚の頸管粘液中の好中球を観察することで、同様の

結論を得ている。

　これらの結果は、発1青に影響を与えるような実験的研究を評価する場合

の対照となり、また、実用面での応用としては種付け適期やその回数を決

める場合にも役立つものである。
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第3章　疑似発情を誘起した卵巣摘出豚におる頸管

　粘液中の好中球数および外部徴候の変化

　第2章の結果から発情期における豚の頸管粘液中の好中球数の脚数は、

体内でのエストロゲンの増加が一つの誘因であることが示唆された。

　本章では、そのことを検証するため、卵巣摘出豚に、エストロゲンと

プロゲステロンの投与によって、頸管粘液中の好中球数の変動状態や外

部徴候変化を観察し、自然発情豚と内分泌学的変化、頸管粘液中の好中

球数、外部徴候について比較した。

　　　　　　　　　　　　　　実験材料

　第2章の結果に基づき、卵巣除去豚における、エストロゲンやプロゲ

ステロン投与の影響を：解析した。エストロゲンとして、estrone（E1），

estradio1－17β（E2）、　estrio1（E3）およびProgestrone（P）を使用した。投

与プログラムは次表の通りである。ホルモン投与量を表示した。

供試豚

＃68

＃69

＃70

＃71

＃154

＃138

＃164

＃108

日

3
①
②

a

自然発情豚

E23日

　③

　④

E33日　　　E21回　　　P　3日　　　E2＋P　　E21回

⑤
⑥

⑦
⑧
⑨

⑩
⑪

⑫
⑬
⑭

⑮

　　　　①②1．0，2．0，1．Omgの順で3日連続

　　　　③④2．0，4．0，2．Omgの順で3日連続

　　　　⑤⑥1．0，2．0，1．Omgの順で3日連続

　　　　⑦0．2mg　⑧0．5mg　⑨1．Omg
　　　　⑩⑪40mgを3日連続
　　　　⑫E21．Omg投与前4日と1日、および投与後2，5，8日にP60mg

　　　　⑬E20．8mg投与前4日と1日、および投与後2，5，8日にP140rng

　　　　⑭E20．8mg投与前4日と1日、および投与後2，5，8日にP100mg

　　　　⑮＃108と比較のため1mgを投与

供試豚は、2～4歳（1～4産）のランドレース種と大ヨークシャー
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種の雑種で、卵巣摘出したもの7頭（No．68，69，70，71，138，154，

164）と正常発情豚1頭（No．108）を用いた。

　供試ホルモンは、estrOne（シグマCO，以下E1略）、estradiol－17β

（デンカCo，以下E2略）estrio1（帝国臓器Co，以下E3コ口・

progestrone（デンカCo，以下P略）である。

　　　　　　　　　　　　　実験方法

　エストロゲンおよびプロゲステロンは単味あるいは両者を組み合わせ

て、投与量、投与回数にも変化をつけた。このことは、最も自然の発情

状態の再現を確認することを目的とした。ホルモン投与方法は二部筋肉

内注射とした。

　検査の対象項目は、頸管粘液中好中球数、血中E2、　P濃度、血中白血

球数、外部徴候とした。同じ供試豚を再度試験する場合は1か月以上の

間隔をおいて供試した。なお、頸管粘液中好中球数の検査法は第1章、

血中E2、　Pの検査法は第2章と同様である。　Eの投与量は、小動物に対

する基準を体重換算した量を大体の目安としたが大中家畜の繁殖障害治

療量も参考にした。

　　　　　　　　　　　　　実験成績

A．E1几与実験’（中12として示した）

　No．68

　頸管粘液中の好中球数はE1投与開始時5×60／μ1であったが、4日目に

76×60／μ1と急上昇し、5日目には復旧し、その後丸値を維持した。雄許

容反応は投与終了日以後3日間持続した。外陰部の充血と腫脹は好中球

の上昇とほぼ同調した（図26）。

　No．69

　投与前日、頸管粘液中の好中球数は45×60／μ1とやや高値であったが、

投与開始直後に一旦下降し、翌日より上昇しはじめ、8日目は38×60／μ1

となったがその後、次第に下降し、12日目には10×60／μ1となった・

　雄許容反応、外陰部の充血と腫脹は投与終了日より数日間認められた

（図27）。



B．E2投与実験群（表中34として示した）

　No．68

　投与開始後3日目までは、頸管粘液中の好中球数は、ほとんど変化な

く、10×60／μ1前後であったが、8日目から急激な上昇が始じまり、75×

60／μ1を示し、12、13日目で160×60／μ1となり、14日目に急下降し、投

与前の値に戻った。翌日80×60／μ1と上ったが、その後下降した。雄許容

反応は4日目から13日目まで持続し、外陰部の充血と腫脹は3日目から

17日目まで認められた（図28）。

　No．69

　投与開始後3日目までは頸管粘液中の好中球数は5×60／μ1であったが、

7日目80×60／μ1、11日目に70×60／μ1と上昇がみられた。16日目に急激

の893×60／μ玉と顕著な上昇がみられたが、17日目には下降した。雄許容

反応は4日目から13日目までみられ、外陰部の充血と腫脹は5日目から

13日目まで認められた（図29）。

C．E3投与実験’（中56として示した）

　No．70

　投与開始日、頸管粘液中の好中球数は5×60／μ1であった。4日目40×60

／μ1と上昇、6日目には一旦下降したが、7日目に45×60／μ1と急上昇し、

8日目以降は低値で推移した。雄許容反応は投与終了翌日から3日間認め

られ、外陰部の充血と腫脹は投与開始後3日目から4から5日間みられ

た（図30）。

　No71
　頸管粘液中の好中球数は投与開始後5．5日目に56×60／μ1と上昇したが、

次第に下降し、10日目で14×6◎／μ1となったが、翌日急上昇して70×60／

μ1となり、翌日急下降した後復旧した。雄許容反応は4、5、6日目にみ

られ、外陰部の充血と腫脹は投与開始後3、4日目から4から5日間みら

れた（図31）。

D．E2投与　験’（　　789として示した）

No．154

0．2㎎投与後、3日目に頸管粘液中の好中球i数は65×60／μ1と一過性に上
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済し、翌日下降し、以後20×60／μ1前後で推移した。雄許容反応は3日目

の1日だけ認められ、外陰部の充血と腫脹は投与後2～6日目の問認めら

れた（図32）。

　No．138

　0．5㎎投与後5日目、頸管粘液中の好中球数は200×60／μ1と急上昇し、

8日目にはもとに戻った。雄許容反応は4～8日目の問、外陰部の充血と

腫脹は投与後2～9日目の間認められ、好中球数の消長と同調した（図33）。

　No．164

　1．0㎎投与後3日目、頸管粘液中の好中球数は244×60／ωと上昇し、4

日目に下降し、5日目には550×60／μ1と最高となり、翌日は下降した。

雄許容反応は3～6日目の間、外陰部の充血は2から6日目の間、腫脹は8

日目まで認められた（図34）。

E．P几与実験’（中01として示した）

　No．70

　40mg3日間投与開始から10日連続観察したが、頸管粘液中の好中球

数に変化はみられなかった。雄許容反応、外陰部の充血と腫脹は認めら

れなかった（図35）。

　No．71

　40mg3日間投与開始から頸管粘液中の好中球数は48×60／μ1とやや高

い値であったが一旦下降し、9日目に70×60／μ1となったが翌日は低値と

なった。雄許容反応、外陰部の充血と腫脹は認められなかった（図36）。

F。E2・P併用投与　験’（ 2314として示した）

　No．164

　E21㎎1回、　P　60㎎×5回投与として、　E2投与後4日目、頸管粘液中の

好中球数は382×60／μ1と急上昇したが、翌日下降し、以後あまり増減な

く推移した。雄許容反応、外陰部の充血と腫脹は認められなかった（図

37）。

　No．154

　E20．8㎎1回，　P　140㎎×5回投与として、　E2投与後5日目、頸管粘液中

好中球数が80×60／μ1と上昇したが、7日目には下降した。雄許容反応、
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外陰部の充血と腫脹は認められなかった（図38）。

　No．138

　E20．8㎎1回，　P100㎎×5回投与として、　E2投与後6日目に頸管粘液中

好中球数は263×60／μ1と顕著な上昇を示した。10日目には15×60／μ1に

下降したが翌日248×60／μ1まで上昇したがすぐに下降した。雄許容反応、

外陰部の充血と腫脹は認められなかった（図39）。

G　自然　情豚とE2与　’商計豚との血中E2二度、白血環二および

頸管粘液中の好中球数、外部徴候の比較

　No．108（自然発情豚）　（雨中⑮とNo．108として示した）

　発情開始後1日目に血中E2は109P9／m1と急激な上昇がみられた。頸管

粘液中の好中球は、発情開始4日前に379×60／μ1と一過性の上昇をみた

がすぐ下降し、発情開始後、1および2日には、それぞれ650，705×60／μ

1と上昇した。

　血中白血球数は10．000／μ1前後を持続し、顕著な動きはみられなかっ

た。

　血中E2値は、発情前日54pg／ml、発情開始翌日には109pg／mlとなり、

翌日は急下降した。雄許容反応はから2日間認められ、外陰部の充血、

腫脹は発情開始日の前後4，5日間は発情開始認められた（図40）。

　No．138（卵巣摘出豚）

　E21mgを投与した。血中E2値は投与翌日48．7pg／m！であったが、2日、

3日、4日目には、それぞれ317，337，357pg／m1となり、5日目は急下降

し、以後言値を持続した。頸管粘液中好中球はE2投与後3日目に305×60昌

／μ三となったが一旦下降し、5日目には540×60／μ1と最高値を示した。し

かし、翌日には急下降し、以後50から100×60／μ1前後で推移した。血中

白血球数は観察期間中5．000から8．000／μ1で、顕著な変化はみられなかっ

た。

　なお、臨床的な発情様徴候は、E2投与後3日目に出現し、雄許容反応、

外陰部の充血と腫脹は発情様徴候出現日から数日間認められた（図41）。
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　　　　　　　　　　　　　　考　　察

　この実験は、頸管粘液中の好中球数の出現はエストロゲンに依存する

かどうかを確認のために実施した。

　生体内に存在するエストロゲンの内のE1，E2，　E3を投与した。発情時

に卵胞内膜から分泌されるのはE2が主体で、雌に対して生理的反応のう

ち発情誘起効果はE1，E3に比べて数倍である［19，24，45］。

　一一方、E1，E3は、副生殖器の中で頸管部組織の血管拡張作用や、血液

循環を盛んにし、それらの細胞の増殖、粘液分泌を刺激するといわれて

いる［19，24］。そのため、前述の3種のを別々に卵巣摘出豚に投与して、

頸管粘液中の好中球数の変動、発情徴候発現に対する影響を観察した。

さらに自然発情では、Pの介在も発情徴候に関連する［105］、E2とPと

の併用投与も行なった。

　E1は3日間総投与量4．0㎎，　E2は3日間総投与量8．0㎎，　E3は3日間総

投与量4。0㎎、E2は1回投与量0．2、0。5、1．0㎎を投与した。

　その結果、E2投与では自然発情と同程度の頸管粘液中の好中球数およ

び外部徴候がみられた。

　一方、E1、　E3投与では、　E2と同質の所見はみられたが、反応の程度

はかなり低かった（投与量の差も関係があるかもわからない）。

　卵巣摘出豚へのE2投与では、自然発情と同程度の反応がみられたので、

E2投与豚と自然発情豚の血中E2濃度を比較した。自然発情豚は発情開始

1日後109pg／mlで最高値を示したが（図40）、E21．Omg投与では最高

357pg／m1となった（図41）。しかし、筆者はE2の作用閾値は自然発情

と同等の再現が有ることを一応の目安とした。その結果、自然発清によ

り近い投与適量は、今回の投与試験の結果からE20．5mgから1．Omgの

1回筋肉内投与でよいことが確認できた。

　しかし、E2投与豚は、頸管粘液中の好中球数の出現や雄許容反応、外

陰部所見が自然発情に比べて長く持続した。このことは、自然発情豚で

は卵胞からのE2が速やかに血流に移行する機構が存在している［33，34］。

しかし、E2投与したE2は溶：解しにくい構造の剤質を筋肉内注射している

ので、短時間で血中に移行せず、ゆっくりと作用が続き（徐放的）、E2

効果が持続した結果であった。また血中E2濃度の変化をみると明らか

にE21．Omg投与した豚は自然発情の血中E2濃度よりも約3倍も高い濃
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度を維持し、しかも持続時間が長かった。自然発情豚との違いがここに

あった。さらに、推測として血中P濃度の緩やかに上昇と高値持続し、

そして急激な下降という変化を受ていない。血中E2濃度の変化のみの

影響が何らかの要因になっているとも考えられた。

　E2投与後、これにPを併用投与すると、雄許容反応や外陰部の発情徴

候が抑制された。しかし、頸管粘液中の好中球数の変化はNO　138、154、

164はE2・P併用投与を行なった。結果、　E2投与開始時から各々の個体の

好中球数が4から5日目に増加ピークを形成する。しかし、それらの変化

の反応性は、ピーク形成する時間帯や好中球数の数量の程度は個々の個

体が持っている特有の共通した傾向が認められた。すなはち、好中球の

出現が高く出現するものはその傾向が認められていた。しかし、頸管粘

液中の好中球数の増数の抑制は、P投与の量的に依存性が高いことが示

唆された。これらの結果から、雄許容反応の発現機構と頸管粘液中の好

中球の出現とは異なった機構があることが示唆された。すなわち、雄許

容反応はエストロゲン依存により大脳の性興奮中枢の支配に関連する上

部刺激での反応と考えられ、また、発情時の頸管粘液中に好中球数の旧

劇変動する現象や外陰部を取り巻く変化として充血と腫脹等の局所変化

は局在（下部）反応と考えられた。

　また、E2投与後、血中の白血球数を測定したが、正常範囲の値であっ

たことと、好中球数の解析が今回はしていないために断定はできないも

もの頸管粘液中の好中球数の増数は局所的な現象と考えられた。

　以上の結果から、発情時に認められる頸管粘液中の好中球数の増数現

象は、エストロゲンの存在が主体的に必須の条件でプロゲステロンはエ

ストロゲンの効果を抑制的に作用することがほぼ確認できた。

23



第4章自然発情および疑似発情豚の頸管部粘膜組織

　　　　　　　　　　の形態学的変化

　第1章から第3章までは、頸管粘液中に好中球が多数出現する時期は

発情期と密接に関連し、エストロゲン濃度が上昇した後の低値の傾向と、

プロゲステロン濃度が軽度に上昇し始める時期に相当すること、また、

卵巣摘出豚にエストロゲンを投与し、疑似発情を誘起させたときにも、

自然発情時と似た頸管粘液中の好中球数の増加が生じ、プロゲステロン

はこの現象を抑制することが明らかにした。次に、エストロゲンやプロ

ゲステロン投与によって好中球の遊走を誘導させその時の組織の変化を

解明するために、頸管部粘膜の組織学的解析を行った。この現象の機序

や意義に少しでも接近できれると考えたからである。

　　　　　　　　　　　　　　実験材料

　供試豚は、正常豚1頭、卵巣摘出豚7頭、計8頭である。使用したエスト

ロゲン（E1、　E2、　E3）およびプロゲステロンは第3章に示したものと

同様である。

　　　　　　　　　　　　　　実験方法

　頸管部粘膜の第2鐵嚢部の一部を、子宮内膜バイオプシー器（鳥取大学

式）で採取した［44］。採取片は10％ホルマリン液で固定し、パラフィ

ン包埋後、5μm程度に薄切した後、脱パラフィンをアルコールで実施し、

HE染色を行った後、封入剤で封入を行なった。

　頸管粘液は、試験期間中連日実施した。外部徴候はE2投与群のNα138，

154，164の3頭について観察した。

　正常豚（Nα67）での試験

　頸管粘膜採取は、発情開始前の4日目、発情開始日および発情開始後2、

3、4日目の5回とした（表5）。

　’・’摘出豚での試験

　エストロゲン（E1、　E2、　E3）およびプロゲステロンをそれぞれ単味

投与した。その要領はつぎのとおりである。
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　E投与
　E21回投与：NQ　138，154，164に、それぞれ1．0、0．8、1．0㎎投与し

た。

　E2連続3日投与：Nα68，69，70に、それぞれを3日連続投与、投与量

はE1、　E2、　E3ともに第1日目1．Omg、第2日目2．Omg、第3日目1．Omg

である。

　E投与豚の粘膜採取は、投与直前、投与後2，3，5，7，9日目に行った。

　P投与
　Nα71（卵巣摘出豚）に、日量40mg、3日連続、

、取は、投与開始前4日、投与日、ついで2，3，

計120mgとし、粘膜採

6日目に行った。

　　　　　　　　　　　　　実験成績

　頸管部粘膜組織像を検討し、また、組織像と併行して頸管粘液中の好

中球の推移と一部供試豚についての外部徴候を記述した。

　1．　部徴候および頸管粘膜中好中球数の消長

　この章で外部徴候を観察したのは、E21回投与を行ったNQ　138、154、

164の3頭である。3頭とも、ほぼ同様の経過を辿り、雄許容反応が出現

するのは、E2投与後3ないし4日目であり、4から5日間持続する。外陰

部充血、腫脹は許容より1日早く出現し、充血は4から6日、腫脹は充血

より2、3．日長く観察された。粘液中の好中球数はE2投与後3～5日後

にピークを示し、1または2日後には下降した。この投与試験では頸管

粘液中の好中球数の増数変動と組織中を遊走して粘膜表面に進出してき

た結果と一致していた。　（図64～66）。

　2．組織像の変化

　上皮層、下織、粘膜固有層の3つを観察した。

　自然発情豚（Nα67）

　上皮層の厚さは発情開始4日前は5層程度であったが、発情開始2日

目には20～25層となり、4日目には半減した。

　変形細胞の上皮層への進入は発情当日からみられ、観察を打ち切った
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4日目でも顕著であった。

　下直の変形細胞の浸潤は発情前から認められ、発情後4日目でも明ら

かであった。血管の拡張も明瞭であった。

　固有層では発情中、変形細胞の浸潤が強く、血管の拡張もみられ、組織

の疎造化傾向も認められた（表5、図42～45）。

　E2投与’醐摘出豚

　E21回投与：Nα138（E21。0㎎），154（E20。8㎎），164（E21．0㎎）

の3頭は、ほぼ同様の反応がみられた。

　上皮層の所見で、Nα138はE2投与日の2～3層から5日目には8～18層、

Nα154は7日目に10～20層、Nα164は5日目に12～23層と最高を示した。

細胞層の増加に伴い、組織の密度が疎になる傾向がみられた。その後、各

面とも細胞層の厚さは次第に減少した。

　上皮層への変形細胞の進入は、NQ138では2～5日目の問、Nα154は9日

目まで、Nα164は7日目までみられた（表6～8）。上皮層で、細胞増殖

（過形成状）の結果、乳頭状の像が認められるものも出現した（図53－3）。

　下垂の変化として、E2投与前には細胞間隔にややゆとりがあったが、

投与数日後には、細胞形態が扁平形から類円形、紡錘形に変化し、密度を

増す現象が一般にみられた（表6～8）。

　Nα164では、5日目、変形細胞と円形細胞の顕著な集団がみられた（図

53－2）。また、一般的な傾向として、空胞やのう胞の出現が比較的多く

認められた。

血管構造の変化として、E2投与直前から投与後3日目まで、円形、紡錘形を

呈していた細胞は次第に扁平菲薄となり、血管内皮に密着し、貼りつくよ

うな状態となった。そのため、内腔の拡大、白血球の充満が認められた

（図52－3）。また、変形細胞や円形細胞（リンパ球）が血管周囲に集積

する像が多くみられた

（図49－1）。

　固有層は当初変形細胞の浸潤や血管の拡張はなかったが、E2投与後2日

目（Nα154，164）、5日目（NQ138）に血管の拡張が顕著となり、白血球

の集積が認められた（図47，49－1）。個々の詳細な所見は表6～8、図46

～53に記載されている。

　E連続3日投与：
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　NQ　68（E1投与は、3日間総量4．0㎎）、NQ　69（E2投与は、3日間総量

4．0㎎）、NQ　70（E3投与は、3日間総量4．0㎎）の3頭は組織学的変化は

ほぼ同様の所見がみられたので、生理作用の強いE2を投与したNQ69の成

績を中心に記述する。

　上皮層はE2投与終了日には6～11層であり、それから2、3、6日目には

さらに重層化が進み肥厚した。それに併行して表層細胞の剥離が2日目

から明瞭となった。

　変形細胞の粘膜上皮層への進入はE2投与終了後、2、3、6日目と次第

に増加し、上皮細胞を押し上げるような所見も認められた。

　また、この時期には下織と上皮基底膜との境界にも変形遊走細胞の集

積が認められた（図55－1）。

　下位と固有層の細胞間隔が広くなり、そこに存在する物質がHE染色で

染め出された（図55－2）。

　ほとんどの組織標本は、程度の差はあるが血管から遊走したと考えら

れる変形細胞の存在が確認された（図54～57）。なお、E1、　E3をそれ

ぞれ投与したNα68、70でもNQ69と大差のない反応がみられ、　E投与によ

る下振の変化に呼応して、変形遊走細胞の動きが活発となり、上皮層部へ

進行中と考えられる像カミほとんどの標本で認められた（図58～60）。

　P連続3日投与（Nα71）：

　上皮層は菲薄で、影響をうけたと思われる所見はみられなかった。

　粘膜下織、固有層は血管周囲に少数の細胞浸潤が認められたが、血管の

拡張はなく、上皮層細胞の核周辺に空胞のあるものが若干観察された

（図61～63）。

　まとめとして、上皮層の細胞増殖、それと同時に粘膜全般にわたる血管

の変化（拡張、壁の菲薄ルーズ化）、変形細胞や円形細胞の血管内増加、

血管から遊走した変形細胞の組織中増加、最終的にはこれらの細胞が上

皮層表面に進出することが判明した（表5～8、図42～80）。

　　　　　　　　　　　　　　考　　察

　頸管部粘膜組織の周期的変化を形態学的に、生殖道組織の周期による

変化や組織中の好中球の遊走状態を光顕、電顕で観察し、発情期に著明

な動きのあることを報告した［10，69，73－77，79，87－89，91，94，98，99］。
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丸山らも発情周期にともなう生殖道粘膜組織の形態的な推移を調べ、粘

膜を形成している細胞層の発情期の変化について詳細に検討し、組織細

胞の増殖像を認めている［60－63］。しかし、このような現象が起こる

ための始動的役割を演じる要因についてはふげんしていない。

　今回、エストロゲンとプロゲステロン投与によって外部徴候および頸

管粘液中の好中球数の変動は、第3章の結果とほぼ同じであった。E2の

1回投与では、投与後2日目から頸管粘膜上皮細胞層の増殖と変形好中球

の遊走が組織中に認められ、血管拡張し、上皮細胞層の増殖は5日目を

ピークにその後減弱しはじめた。1．Omg投与の2頭は、　E2投与後9日目ま

で組織学的変化が続いて、変形細胞（好中球）の浸潤、血管内の白血球

も明瞭に認められた。また、E2の投与量を4倍に増量すると、投与後2

日目に粘膜上皮細胞層の増殖が著明となった。その程度は、E2の1回投

与群や自然発情豚の変化を上回っていた。E1およびE3投与では組織の反

応が1日程度遅れ頸管部組織の変化が最高となった。P投与では、頸管

部組織の増殖変化が認められなかった。以上のことから結果として、E2

の投与の増量よつて生理的反応の増強が起きることは用量および血中E2

濃度に依存していることが示唆された。さらにエストロゲンの種類の異

なりによって生理的反応の差異が生じることが確認できた。

　最初に反応が出現する組織部位は、粘膜上皮細胞層が時間的に増殖し、

その後、粘膜下織、固有層組織および血管系におよび、さらに遊走細胞

や血管内白血球の充満や、そして肥厚した粘膜上皮細胞層の中を変形紐

状になった白血球が認められる。肥厚した上皮細胞層の中に嚢胞が出現

し、そこに白血球の集塊が認められた。これらの変化は、エストロゲン

によって生起され、この現象が丁度、発情期前後に生じ、その変化が頸

管粘液中の好中球数の特異的変動と密接に関係していることが確認でき

た。

　しかし、なぜそのような現象が起こるのか、その機序は解析していない。

　一般に好中球の遊走と炎症とは関係が深く、この場合は誘引因子、い

わゆるケミカルメディエーターの存在がその役割を持っている
［9，10，20，22－27，29，30，43，96，100，102］　。

　発情時のエストロゲンの高濃度レベル、あるいはエストロゲンを投与

した場合、それが直接生体に対して起炎的な反応を誘引する物質とは考
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えずらい。しかも、生殖器系に限定される変化である。頸管粘膜組織の

反応、すなわち、充血、腫脹、血管拡張、血管壁構成細胞の変形、血管内壁

への好中球の接着などは炎症時と極めて類似した変化である
［9，10，72，77，79，87］。発｛青期の生じた変化は、炎症時の変化と極めて

類似性の高い変化であることが確認され、この現象を類炎症現象として

とらえた。今後、これらの現象を誘引するケミカルメヂィエーターの存

在の解明と関連性についての課題が残されている。

　なお、頸管粘膜組織中にHE染色で染まる無構造な物質が認められた

が、その性格についても検討する必要がある（図55－3）。この変化は、

WinnやBranscheidらの報告によると卵巣摘出豚にE2．Pを投与すると頸

管部組織中のDNA量と含水量の増加するとしている。この変化がちょう

どHE染色で赤桃色に広く染色された所である［9，110］。
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第5章　頸管粘液中の好中球の遊走におよぼす

　　　　　　　　Indomethacin

　および暴風球コロニー形成刺激因子の効果

　第2，3，4章の結果から排卵時期、血中エストローゲン（以下Eと

略）とプロゲステロン（以下Pと略）濃度、および頸管粘液中の好中球

数は密接に関係していることがはかった。これを基礎に、本章の実験を

組み立てた。排卵制御に関連する物質としてProstaglandin（以下PGと

略）がしられている。この物質は、また炎症現象と密接に関連している。

PG合成抑制剤であるlndomethacin（以下lndと略）
［3，5，36，38，39，54，59，64，67］を投与し、頸北畑適中の好中球数と外部

徴候、卵巣の観察と血中E2、　P濃度の変化をみた。さらに、　E2とlndを

併用投与し、E2によるの頸管粘液中の好中球数の増加が抑制されたか否

か、E2と穎粒球コロニー形成刺激因子（以下G－CSF以下と略）の併用

投与による頸管粘液中の好中球数への影響を観察をした。

　　　　　　　　　　　　　　実験材料

　供試豚は、体重230kg前後の2～4歳（1～4産）のランドレース種と

大ヨークシャー種：の雑種6頭および卵巣摘出した、体重85kg前後の梅山

豚系雑種3頭である。

　供試薬剤は、E2（第3章と同様）、Ind（和光純薬Co）、G－CSF（塩

野義製薬Co）である。

　Ind投与試験

　　　　　　　　　　　　　　実験方法

　1．発情其前後の正常豚への投与

　正常豚4頭に、体重1kgあたりlnd日量3．Omg（1頭あたり日量
690憩g）を小麦粉に混ぜて投与した。投与開始時期は、次回発情予定日

より逆算して、それぞれ下記のとおりである。

　　Nα170（6日前より）

　　Nα179，707（3日前より）

　　Nα29（1日前より）、
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　投与日数は、4頭とも7日間とした。

　Nα631，846の2頭には小麦粉のみを与え、Ind無投与群とした。

　血中E2およびP濃度は、　Ind無投与群で発情開始前2日から発情開始

後4日まで、Ind投与群では発情予定日前2日から発情予定日後4日まで連

日測定した。

2　卵巣摘出豚に対するhdとE2の併用投与

　梅山豚系種で体重85：kgの卵巣摘出豚2頭（Nα196，207）を用いた。

　hdは体重1kgあたり3mg（1頭あたり日量255mg）とし、16日間連日

経口投与した。

　E2はlnd投与開始後2日目に1mgを筋注した。また、頸管部粘膜層を

生検によって採取し、細胞組織学的検査を行った。

　　　　　　　　　　　　　　実験成績

　1．発情期前後の正常豚への投与

　Ind投与群4頭（NQ170，179，707，299）の発’i青予定日における頸管粘液

中の好中球数の平均は35×60／μ1であった。No．29は発情開始4日前で

60×60／μ1、その後Ind投与期間を含め発1青日から発情後15日間まで40

×60／μ1以上増加しなかった。No．170では、発i青開始2日前に15×60／

μ王、発情開始1日前、発情開始後2および4日目にそれぞれ60、60、40

×60／μiと僅かに脚数したにすぎなかった。No．179は、発情開始2日前

に60×60／μ1であったが、発情開始当日に100×60／μ1であった、それ以後

は4日目まで20×60／μ1前後で推移した。NO。707は、発情開始2日前に5×

60／μ！で、その後鞘数は認められなかった。すべての供試豚は、発情時

のような急激な好中球数の増加はみられず、低値を持続した（図81）。

また、雄許容反応も認められなかった。

　他方、2頭のlnd無投与群（No．631，846）は、それぞれ3回の発情期に

ついて観察した2頭のlnd無投与群（No．631，846）では、発情前後にい

ずれも明らかな好中球数の上昇が認められた。

　No．631では、発情開始前3日目平均が25×60／μ1、1日前160×60／μ1、

発情開始当日に最高の230×60／μ1となり、発」i青開始後1日目には50×60

／μ1と急激に減少した。その後は50×60／μ1以上にならなかった。
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　No．846もNo．631とほぼ同じような変動を示した。発情1回目および

2回目の発情時には開始前1日目に、3回目では開始当日に明瞭な増数

ピークが認められた（図82，83）。

　Ind投与町中2頭（No．179，707）と無投与群2頭について血中E2および

P濃度を測定した。Ind投与群No．707では発情予定2日前のE2値が

25pglmlと高値を示したが、翌日には5pglmlと下降した。この例を除け

ば、E2は5pg！xn1以下、　Pは1ng！m1以下で推移した（図90）。

　Ind無投与群2頭のE2値は、発情開始2日前それぞれ、10および
11pg！m1であったが、翌日は以降は5pg／m1前後で推移した。

　P値は発情終了1または2日後から上昇し始め、4日目にはそれぞ5

および6ng／m1となった（図91）。

　Ind投与群の卵巣には、無排卵性卵胞が認められ、黄体形成はなく、

卵胞嚢腫様所見を呈した。他方、Ind無投与群それは、卵胞発育、排卵、

黄体形成が認めらた。頸管粘液中の好中球数の変動や血中：E2、　P濃度も、

卵巣の順調な変化を反映していた（図82，83，91）。

2．卵巣摘出豚に対するlndとE2の併用投与

　E2投与時、　NQ　196の頸管粘液中の好中球数は10×60／μ1であった。6

日目には250×60／μ1と急上昇し最高値となった。翌日には110×60／μ1と

なり、その後ゆるやかに下降していった。

　外陰部の充血、腫脹はE2投与後3日目から始まり、12日間続いた。雄

許容反応はE2投与後4日目から4日間認められた。

　組織学的には、E2投与後2日目から上皮細胞層の増殖があり、8日目に

はピークとなったが、13日目にはもとにもどった。

　上皮細胞の剥離は8日目に中程度認められた。血管拡張はE2投与後2日

目に強かったが、次第に弱くなり、13日目には認められなかった。

　粘膜下織および粘膜固有層の間質の野性化はE2投与後2日目に強く、8

日から13日目にかけて弱くなり、もとの状態に戻った。

　組織内変形細胞（好中球）はE2投与前から多少認められたが、　E2投与

後8日目には顕著に増加した。

　こらは上皮細胞層、壁織および粘膜固有層の間質の血管の変化が著明

となった時期に一致して粘液中の好中球数の増加が認められた（図84）。
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　NQ207の粘液中好中球数は、　E　2投与当日10×60／μ1であった。投与後6

日目にやや上昇し、7日目にはさらに増加し120×60／μ1となった。しか

し、それからさらに2日後には投与前のレベルにもどった。E2投与後12

日目から再度増加し始め、14日目に最高値の170×60／μ1となった（図85）。

　外陰部の充血、腫脹はわずかにみられたが、雄許容反応は認められな

かった。

　粘膜上皮細胞層はE2投与後2日目から中程度に増殖し、14日目に剥離

がやや顕著となった。変形細胞（好中球）もこの時期増加している。

　粘膜上皮細胞、粘膜下織および固有層間質の疎性化や血管拡張等の変

化が現れる時期はまちまちで、反応の程度も低かった。頸管粘液中の好

中球数の増加と組織内変形細胞（好中球）の動向は一致した時間帯があっ

たが、それほど緊密ではなかった。

　G－CSF投与実験
　　　　　　　　　　　　　　実験方法

　梅山豚系種の卵巣摘出豚1頭（No．138延べ4頭）を用い、次の実験を

行った。

　　1．対照試験としてE21㎎単味投与

　　2．E21㎎、　G－CS：F200μg同時投与（当日を0日とする）翌日

　　　　（1日目とする）G－CS：F200μg再投与

　　3．E21㎎投与後、2および3日後にG－CSF200μgずつ投与

　　4．E21㎎投与後、3および4日目にG－CS：F200μgずつ投与

　E2は二部筋肉内注射、　G－CS：Fは1ml滅菌水溶液とし二部皮下に注射

した。観察期間はE2投与後2週間とし、各実験の間隔は、前実験終了後

20日以上とした。

　頸管粘液中の好中球数、雄許容反応、外陰部の充血、腫脹の有無につ

いて観察した。

　　　　　　　　　　　　　　実験成績

　1．E2単味投与の結果、3日目と5日目に好中球数が増加し、230

それぞれ550×60／μ1を示した。実験期間中の好中球数平均は141．5±

153．2×60／μ1である。外陰部の充血、腫脹はE2投与後3～7日目に顕著で、
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雄許容反応も随伴した（図86）。

　2．E2とG－CSF投与後、好中球数は、4日目350×60／μ1、5日目
220×60／μ1、6、7、8日目にはそれぞれ450、470、450×60／μ1と継続的

にピークを作った。9日目以降は減少した。実験期間中の好中球数の平

均は、210．9±187．2×60／μiで、E2単味投与時の平均値141．5×60／μiと

比較すると49％増加した。その他の成績はE2単味投与時のそれと、差は

なかった（図87）。

　3．E2投与後2および3日後にG－CSF投与を投与したところ、好中

球数は3から8日目に高くなった。実験期間中の好中球数の平均は230．5

±165．9×60／μ1で、E2単味投与時の平均値141．5×60／μ1と比べる62％増

加した。他の成績はE2単味投与時と差はなかった（図88）。

　4．E2投与後3および4日後にG－CSF投与を投与すると、好中球数

は3から7日目にそれぞれ200、350、450、150、50×60／μ1となった。実

験期間中の好中球数の平均は155．6±167．8で、E2単味投与時の平均値

141．5×60／μ1よりも10％増加した。雄許容はE2投与後2～4日目の間認め

られた。外陰部の充血と腫脹は弱かった（図89）。

　以上の結果から、E2投与後のG－CSF投与が接近していると頸管粘液

中の好中球数の増加は著しくなり、ピークを作る回数も増えることもわ

かった。

　　　　　　　　　　　　　　考　　察

　正常豚では卵巣周期に伴い、規則的なリズムで発情が発来する。この

間、頸管部組織も前駆的感作をうけその感作に対応する生殖的適応変化

が進行する。その一現象として発情期は、特に頸管粘液中の好中球の変

化が、卵巣活動に伴う内分泌学的変化と極めて密接に関係していること

を第2、3、4章を通して確認ができた。それらの結果から、卵胞発育

と無排卵状態それに伴うエストロゲン・プロゲステロン合成の抑制が同

時に可能な実験系として最も効果的であるlndomethacin投与試験を実

施した。また、卵巣i摘出豚にE2投与とlnd投与の併用投与によって、　E2

投与による頸管粘液中の好中球数の函数変化を抑制する効果の確認試験

を合わせ実施した。今回の結果からlnd投与群とlnd無投与群の間での反

応は、外部徴候の反応として雄許容反応、外陰部の充血そして腫脹の変
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化に差異が認められた。Ind投与群には発情徴候が全く認められなかっ

た。さらに、頸管粘液中の好中球数の特徴的増数変化がなかった。これ

に反して、Ind無投与群は、発情が明瞭に2頭の実験豚に規則的に回帰

した。外部徴候も発情開始3日間と頸管粘液中の好中球数の富豪ピーク

形成が特徴的であった。臨床的に直腸検査により、Ind無投与群では卵

胞の発育と排卵そして黄体形成が認められた。内分泌学的には血中E2

濃度の発情開始4日前の高値から急激な減少と血中P濃度の緩やかな上

昇という正常な卵胞の成熟そして排卵期の変化の反映が認められた。他

方、Ind投与群は、卵胞発育が弱く、無排卵性閉鎖卵胞で黄体形成が認

められない定型的な小型卵胞嚢腫であった。内分泌学的には血中E2濃

度の価値と血中P濃度の上昇もなく、正常な卵胞の成熟そして排卵期に

認められる変化が全くなかった。山田らは、Ind投与による排卵抑制効

果と内分泌学的変化について、血中プロゲステロン値の変動は排卵する

ものとほとんど差がないと報告している［113，114コ。今回はlnd投与

群とは明らかにプロゲステロン値の変化に差が認められた。その違いに

ついては明らかにできなかった。

　卵巣摘出豚に、IndとE2を併用し、　PG抑制効果と頸管粘液中の好中球

数の変動、好中球の組織内遊走および外部徴候の充血や腫脹に対する抑

制効果を解析した。1頭は頸管粘液中の好中球数の二三ピークが1峰認

められた。組織学的変化もE2投与の影響が認められていた。特に、粘膜

上皮細胞層の増殖が強く認められた。粘膜下織と固有層は遊走細胞の出

現があった。しかし他の1頭では、E2投与による組織学的変化が顕著に

出なかった。頸管粘液中の好申罪数の増数ピークは1っであったが、強

くなかった。外部徴候は2頭とも強くなかった。外部徴候の出現が弱い

しない要因は、Indの大量に連続投与によって、エストロゲン値の低濃

度が雄許容反応に関与している大脳部の上部反応の興奮の抑制が示唆さ

れた。また、充血は血管系そして腫脹は細胞間質の変化の反映で、そこ

にPGの合成の抑制とエストロゲン値の低濃度という状況が関与してい

る可能性が示唆された。

　しかし、今回の実験の結果から、頸管粘液中の好中球の出現に関して

は、PG合成の抑制［26，36，38，67，82，108，113，114］がかかっているに

もかかわらず好中球の遊走が大なり小なり認められたことは、PGとの
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関連性が否定的であることが確認できた。

　次に、G－CSFとE2を併用投与した。　G－CSFは好中球の産生を刺激

し、さらに分泌促進、増数および遊走能の強化作用が認められている

［6，40，90，101，102，104，113，114］。E2単独投与に比べ、粘液中への好

中球の遊走が強くみられ、また、増数期間が長く持続する傾向がみられ

た。また、G－CS：Fによる好中球の刺激時期によって増数割合が変わる

ことが確認できた。G－CSF投与は、好中球を活性化し、刺激したこと

を検証した。その結果、刺激されていることが確認ができた。
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総括と結論

　この実験は、発情期の豚の頸管粘液中の好中球数の増加が認められる。

その現象の生理的意義と遊走機序の探求が主な目的であった。

　全ての実験を通して外部徴候は発情期およびエストロゲン投与時に明瞭

な雄許容反応と外陰部の充血と腫脹が明らかとなった。充1血、腫脹は雄許

容反応に先がけて認められた。また、雄許容反応は頸管粘液中の好中球数

の増数ピークと共に出現した。

　1、繁殖周期における頸管粘液中の好中球数の変化は、特に発情期と分娩

後2日目から5日目までに特徴的な増数ピークが出現することが明らかになっ

た。妊娠期は、しだいに低語になり妊娠中期から後期にかけて最も低値と

なった。これらの変化は、内分泌学的影響による可能性が示唆された。

　2、発情期と排卵時期にともなう頸管粘液中の好中球数の変化を発情期前

後を観察した。発情開始当日を中心に、前後1日の間に好中球数の増数ピー

クが認められ、その出現は1つのピークを形成する特徴的な変化を示した。

　排卵時期は、交配後の胚の分割の確認と開腹手術による卵巣での排卵を

確認し、推定排卵時間帯は発」i青開始後26～38時間となった。好中球数の増

数変化は、これよりも1日前から排卵時間帯にちょうど重なることが認めら

れた。内分泌的には血中E2値が高値から低値に移行し、　P値のゆるやかな

増加に移ることが認められた。好中球数はE2値ピーク出現後に1から2日

後に特徴的変化があらわれ、特に血中E2との関連が密接にあることが結論

できた。

　3、卵巣摘出豚へのE，P投与による頸管粘液中の好中球数の変動について

解明した。

　E1，E2，E3およびPを使用して、その影響をみると、　E1，E2，E3は共に投与

量の差異によって、頸管粘液中好中球数の増減の差異が認められた。しか

し、E2の05～1．0㎎投与は最も自然発情に近い状況が再現できた。　P投与は

好中球数の増加作用はなかった。E2とPの併用投与では、　E2の好中球増数

効果をP投与量は増量すると抑制傾向を示した。また、E2投与を増量する

と好中球数は増加した。以上の結果から、発情時に認められる頸管粘液中

好中球数の置数にはエストロゲン中、特にE2の存在は不可欠であった。ま

た、プロジェステロンはエストロゲンの作用を抑制する傾向が示された。

　4．自然発情および疑似発情豚の頸管部粘液組織の形態学的変化について
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は、頸管粘液中に好中球が多数出現する時期が排卵前期と密接に関連し・

エストロゲン、プロジェステロン濃度の変化、卵巣摘出豚にエストロゲン

投与し、疑似発情を誘起させ、自然発情豚と極めて似た頸管粘液中の好中

球数の特徴的変化の再現ができた。そこで、好中球の遊走がどのような組

織で変化するかを検討した。

　エストロゲン投与では、粘膜上皮細胞増殖が2日目から開始され、粘膜紬

織に変形細胞（変形好中球）の侵入と粘膜基底膜直下に集まる。その後、

粘膜上皮の細胞間を変形細胞（好中球）が遊走し通過現象が明らかに認め

られた。粘膜下織血管の拡張的変化も同調していた。その変化も5日位から

しだいに激減した。しかし、E2投与量を増加すると投与後9日目まで変化

が継続していた。プロゲステロン投与では、エストロゲン投与による組織

的変化がなかった。

　以上の結果から、発情の主因はエストロゲンで粘液中の好中球は拡張し

た血管から遊走してくるものと推測された。しかし、エストロゲンが直接

的であるかまた、介在因子が存在するかについては不明である。

　5、頸管粘液中の好中球数の遊走におよぼすlndomethacinおよび穎粒球

コロニー形成刺激因子の効果

　IndOmethacin（以下lndと略す）投与し、無発情無排卵による内分泌学

的変化と頸管粘液中の好中球の変化は、血中E2およびP値がlnd無投与とは

対照的に低いレベルを維持した。好中球数は発情日開始日にわずかな増数

があった。また発情徴候および外部徴候の変化は認められなかった。Ind

とE2の併用投与は頸管粘液中の好中球の変化はE2投与3～4日目に好中球数

の特徴的増数ピークが強く認められた。G－CSFとE2投与による好中球数の

変化についての効果は増数効果が6～7日目つづき明らかにE2単味投与とは

差異が認があった。

　以上の一連の実験は、豚の発情に起因する頸管粘液中の好中球の増加現

象を内分泌学機序について探求、解明することを目的として行った。その

結果として、頸管部の好中球増加は血中E2濃度と密接な関係が明確であっ

た。また、血中E値が高くなると、多数の好中球が血管壁から頸管部組織

中を移動する組織像が確認できた。

　本論文の研究は、血中Eによる好中球の子宮頸管心組織への選択的移動

を誘起する細胞生物学的機序の解明を確認した。また、この現象のケミカ

ルメディエーターの解明は今後の大きな研究課題である・
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移動を開始することを示唆する組織像を確認することができた。

　本論文の研究は、血中Eによる好中球の子宮頸管部組織への選択的移動

を誘起する細胞生物学的機序の解明を確認した。また、この現象のケミカ

ルメデエーターの解明は今後の大きな研究課題である。
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図1．子宮頸管粘液の直接塗抹標本

　　　発情期：上皮細胞1好中球（10％！90％）

　　　ギムザ染色、×100

：
　　　　　　　タコ

図2・子宮頸管粘液の直接塗抹標本

　　　発情末期：分葉核好中球

　　　ギムザ染色、X400
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図3，外陰部所見

　　　発情開始直前：充血、腫脹やや出現粘液分泌

　　　は認められない。

図4．外陰部所見

発情初期：充血、腫脹が強度で粘稠分泌液がみられる。
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図5．外陰部所見

発情中期：充血、腫脹がさらに顕著となり、粘液分泌が

旺盛に認められる。
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図6．外陰部所見
　　　発情末期：充血、腫脹がやや消退し、のり状

　　　粘液がみられる。



図7．外陰部所見

非発情期：充血、腫脹はなく、粘液もみられない。
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図8．子宮頸管部粘液採取（外套管挿入中）



図9．Thoma血球計算板による頸管粘液中の細胞数算定時

　　の鏡検像（×200）
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自然発情豚No・67の頸管部粘膜上皮細胞層（以下上皮層と略）

と粘膜下織（以下下織と略）　（図42－1～45－3）
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図42－1・発情開始直前

　発情開始期上皮層は5～9層、基底膜下に円形細胞が散在的

に認められるが、下心の血管の拡張は認められない。

（×150）
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図42－2・発情開始直前

　発情開始期上皮層および下織に円形細胞が認められ、間質部

に大小の房状物が認める。　（×600）
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図43・発情2日目

　上皮層はやや肥厚し、剥離が進み、基底膜下に変形細胞が増

加し、血管の拡張が認められる。　（×300）
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図44－1・発情3日目

　上皮層の肥厚が強く、上層部に細胞嚢胞があり、上皮細胞の剥

離が進行している。基底膜下に円形細胞が散在しており、血管の

拡張は中等度で、下織の疎造化が認められる。　（×300）
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図44－2．発情3日目
　上層に細胞嚢胞があり、表層は剥離後の所見が認められる。

基底膜下に円形細胞が若干認められ、血管は中程度に拡張している。

（×300）
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図45－1・発情4日目
　上皮層の肥厚が強く、下織に円形細胞の集塊が認められる。

リンパ管の拡張、間質は極めて疎造田が強い。上皮細胞層の上

層部に小嚢胞がみられ、剥離もみられる。血管は強度に拡張し

ている。　（×150）



図45－2・発情4日目

　上皮層は肥厚し、嚢胞が多数認められ、一部剥離もみられる。

下下に円形細胞の集塊があり、リンパ管、血管の拡張がみられる

。　（×150）
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鐘45－3・発情4日目
　上皮層の肥厚や、多数の細胞嚢胞が認められる。 （×600）



巨　τ回（寸・Omg）投与豚Noj38の上皮層と下織の図示

　　　　　　　　（図46～図5↑）

一
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図46．投与直前

上皮層の増殖はなく、下織の血管拡張もみられない。

（X450）
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図47．投与後2日目
　上皮層の多層化と下織の血管拡張が認められる。 （X150）
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図48．投与後4日目

　上皮層の増殖的変化は消退し、下織の血管の拡張も認められ

ない。　（×150）
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図49－1．投与後5日目

　下織の血管の拡張が認められ、血管周囲および下織に円形細胞

や変形細胞が集合している部分がみられる。　（×300）
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図49・2．投与後5日目

　上皮層の多層化が進み、変形細胞が少数散在している。下織

に強い血管拡張が認められるが、円形細胞や変形細胞は散在し

ており、図49－1で示したような所見とはやや異なり、部位によ

り、多小の差異が存在する。　（×300）

図50．投与後7日目

　上皮層の多層化がみられるが血管の拡張はなく、変形細胞が

散在しており、下織では円形細胞と変形細胞がかなり認められ

る。上皮表面は剥離がみられる。　（×150）



四幅
守

　謙亀

．噌

ﾕミ
　　，

図51．投与後9日目

　上皮層の多層化が消退し、下直の血管に拡張はみられず、円

形細胞と変形細胞は少ない。上皮細胞門内には少数の小嚢胞が

みられる。　（×150）

E2　1回（1．Omg）投与豚No．1自4の上皮層と下織の図示

　　　　　（図52－1，2，3，4，図53－1，2，3，4）
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図52－1．投与後3日目

　上皮層の増殖がみられ、層内には移動中の変形細胞がみられ

、基底膜下にも散在している像がみれれる。上皮細胞表面には

遊走してきた変形細胞が突出し、遊離前の状態がみられる。

（×600）
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図52－2．投与後3日目

　上皮層の増殖、霧中に変形細胞の移動しつつあるものが認めら

れる。上皮表面に変形細胞の遊離と表面細胞の剥離がみられる。

（X600）

図52－3．投与後3日目

　下織に強度の血管の拡張がみられ、周囲に変形細胞が若干みら

れる。血管内には白血球の集塊があり、組織は疎造感を呈する。

（X250）
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図52－4・投与後3日目、図52－3の拡大図（×600）
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図53－1・投与後5日目

　上皮細胞の強度の増殖、脳内に嚢胞が多数認められる。下灘

には極めて多数の変形細胞と円形細胞が認められる。　（X300）
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図53－2・投与後5日目
　上皮細胞の増殖は顕著で、内に細胞塊を包含する嚢胞が多数

認められる。日毎には変形細胞と円形細胞の顕著な集団がみら

れる。　（×150）

’γ”

　　瀬謬懸
i
鱒
黙

離嬬蟹・

罵．

^
終
・
護
翌

ふ
、
・
ρ
瞭
翫
飛

」
「
’
．
、
や
鼠
㌔

．
　
　
　
心

門　ρ噺

薦
κ
檎
轟
…

聾
唖
雲
脂
、
一

馨、

　畿
　藍．

建
．

鑓．

．
欝
猟
謙
購
噸
猷ヒ　　ヒ　　　　　げセ航船・

　　　　　　　　　帆　㌦
9

図53。3，投与後5日目

　上皮層から移行したとみられる下織内への過形成所見が認め

られる。下痢には変形細胞が多数認められる。　（X300）
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E2連続3日投与（1・0，2．0，1．Omg）豚No．69の上皮層と下織の図示

　　　　　　　（図54・1～57－3）
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図54－1．投与直前

　上皮層の配列は数層、血管の拡張は僅かに認められる。下織

には円形細胞と変形細胞が少数散在している。　（X300）

　　

@　
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図54－2．投与直前

　上皮層では数層の細胞配列と移動中の少数の変形細胞があり

、下馬で赤血球の組織内への漏出による出血様変化と変形細胞

の集合が認められる。　（X450）



図55－1・投与開始後4日目

　上皮層の増殖と変形細胞の移動中の所見がみられ、基底膜下

に多数の変形細胞が認められる。下織の間質は玉造感を呈し、

上皮表面には変形細胞の集塊が認められる。上皮細胞の粘液分

泌化が認められる。　（×300）

図55－2．投与開始後4日目

　基底膜部は凹凸が激しく、細胞の配列はやや不規則である。

変形細胞は上皮層、下織とも多く認められる。　（X600》



図55－3 E2投与後2，3，6日目に固有層は広くなり、　HE染色

で無構造な桃色に染色される。　（×300）



図56－1．投与開始後5日目

　各所に変形細胞が多数占められ、粘膜固有層の血管周囲には

とくに多数の細胞集塊がみられた。　（X300）

図56・2．投与開始後5日目

　基底膜部は凹凸が激しく、細胞の配列はやや不規則で増殖傾

向が強く、上層になるに従い・核の膨化が認められる。変形細

胞も多数認められる。　（X300）



図56－3．投与開始後5日目

　上皮層の一部に乳頭状の過形成が認められ、細胞の配列はや

や不規則となる。変形細胞は下織に多数認められる。血管の拡

張は顕著でない。　（X150）

図57－1．投与開始後9日目
　上皮層の細胞の増殖がみられ、配列はやや不規則であった。

下織の間質はやや疎造であった。変形細胞はわずかに認められた。

（×300）
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図57－2．投与開始後9日目

　上皮層の細胞の増殖がみられ、基底膜の上でその配列は縦列

となり、粘膜上皮最上層には変形細胞と剥離上皮細胞の集合層

が存在しているが不規則であった。　（X300）

図57－3，投与開始後9日目

　上皮層の細胞の同数、上皮最上層に変形細胞の集合している

像や剥離部分がみられる。　（X600）



E3連続3日投与（1・0，2．0，1．Omg）豚No．70の上皮層と下織の図示

　　　　　　　　（図58，59－1，2，3，4，60）
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図58，投与直前

　上皮層の配列は数層で、少数の変形細胞がみられる。下織は

血管拡張はなく、変形細胞も僅か認められる。　（×450）
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図59－1．投与開始後4日目

　上皮層の配列はやや不規則であるが肥厚が多少認められ、下織

には円形細胞と変形細胞が認められる。リンパ管、血管拡張はみ

られない。間質は疎造田を呈している。　（×300）



図59－2・投与開始後4日目

　上皮層の増殖が強く、基底膜近くの細胞は細い紡錘形を呈し

、表層には遊走細胞が認められる。

（×600）

図59－3．投与開始後4日目

　上皮層の多層化が強く、基底膜近くの細胞は紡錘形を呈し、

変形細胞の集合も認められる。血管拡張はみられない。

（×300）



図59－4・投与開始後4日目

　上皮層は多層で、その中に変形細胞の集合したもの、あるい

は散在的なものが認められる。基底膜は凹凸が激しく、細胞の

配列はやや不規則である。変形細胞は基底膜のしたや下織に散

在的に認められる。遊走細胞が上皮表層部に帯状に認められる

。　（×300）
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図60．投与開始後9日目
　上皮層は多層で、その中に変形細胞の集合したもの・あるい

は散在的なものが認められる。血管拡張は認められない。

（×150）
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P連続3日投与（40mgX3）豚No．7Uの上皮層とド織の図示

　　　　　（図61。1，2，3，62－1，2，63－1，2，3）
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図61－1．投与直前

　上皮層は不整形で表層の剥離が顕著で小嚢胞が多数認められる。

下織は変形細腕が著干みられる。血管の拡張はない。

（×150）
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図61－2・投与直前

　上皮層の増殖はなく、細胞配列は粗である。変形細胞が一部

みられる。下織には円形細胞が散在しており、血管の拡張はな
し、。　（×600）



図61・3．投与直前

　上皮層の増殖はなく、細胞配列は不規則であり、変形細胞も

若干みられる。下織には円形細胞が散在しており、表面は不整

形を示し剥離も認められる。　（X600）

図62－1．投与開始後4日目

　上皮層は増殖像はなく、下織に散在的に少数の変形細胞がみ

られ、血管の拡張はない。　（X300）
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図62－2．投与開始後4日目

　上皮層は増殖像はないが、空胞箇所が存在し、局所ではある

が遊走細胞が多数認められる。下馬は円形細胞・、変形細胞の集

合所見も認められる。　（X600）
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図63－1．投与開始後9日目
　上皮層は増殖像はなく、局所的に変形細胞・遊走細胞が多数

みられる。下塗にも円形細胞、変形細胞の集合がみられる。

（×150）



図63－2．投与開始後9日目

　下織の血管周囲に小型の細胞および円形細胞、変形細胞の集

合箇所を示す。　（×150）
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図63－3・投与開始後9日目

　上皮三内と表層部に変形細胞が少数認められる。 （×400）
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和64。No．138へのE21・Omg投与による頸管粘液中の好中球数と外部徴候
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図65．No。154への巨0・8mg投与による頸管粘液中の好中球数と外部徴候
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図66．No．164へのE21．Omg投与による頸管粘液中の好中球数と外部徴候
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図68，巨投与による頸管部粘膜上皮細胞層への変形細胞の侵入度
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図72，E2投与による頸管部粘膜固有層の血管内腔の拡張度
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図75．EまたはP投与による頸管部粘膜上皮細胞層への変形細胞の侵入
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図76．EまたはP投与による頸管部粘膜下織層への変形細胞の浸潤度
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図81．lnd投与豚群の頸管粘液中の好中球数の推移
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図82．lnd無投与豚（No．631）の頸管粘液中の好中球数の推移（3発情周期）
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図83．lnd無投与豚（No．846）の頸管粘液中の好中球数の推移（3発情周期）
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図84．No，196へのlnd投与による頸管粘液中の好中球数・外部徴候と組織学的変化



×601μ1

300

250

200

150

100

50

0

　　許容

　　充血

　　腫脹

上皮細胞層

　浮腫状態

好中球遊走

　上皮剥離

　血管拡張

↓Ind　690mg投与

↓ ↓↓↓↓↓↓↓↓↓↓

@↓

↓巨1mg投与

ｫ↓↓↓↓

2 4 6　　　　8　　　　10　　　12　　　　14 16　18　　20日数

一 一　　　一 ＿　＿　　一　　＿　　一　　＿　　一　一　　一　　一　　一　　一　　一　一　　一　　一　　一

一十十 一　　＿　　一　　　一　　一　　　一　　一　　一　　一　　　ロ　　一 ＿　　　　　一　　　一　　　　一　　　　　一　　　　　一

一 一　　　一 一十十十一一一一一一一 ＿　　　　一　　　一　　　　一　　　　一　　　　　　一

普通 普通中程度　　　　　中程度 中程度

普通 普通　普通　　　　　　普通 普通

普通 普通　普通　　　　　　普通 中程度

陰性 陰性　陰性　　　　　　陰性 中程度

普通 普通　普通　　　　　普通 陰性

図85．No．207へのInd投与による頸管粘液中の好中球数、外部徴候と組子学的変化
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図86．No．138へのE2投与による頸管粘液中好中球数と外部徴候の推移
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図87．No．138への巨とG－SCF併用投与による頸管粘液中好中球数

　　　　　　　　　　　と外陰部徴候の推移
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×601μΩ

450

400

350

300

250

200

150

100

50

　0

↓

ε3 　　｛｝（｝CSF200μg投与

＼畑mg投与

＼
＼

・1　0　　1 2 3 4 5 6 7　　日数

許容 十　十　十十

充血 ・十　十　十　　十　　十　十　十　十　十

十十　十　十十十 十　十

図89．No．138へのE2とG・CSF併用投与による頸管粘液中好中球数
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図90．lnd投与豚（一6日～一1日の間連続投与）の血中E2、　P濃度の推移
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　　図91，lnd無投与対照豚の血中E2、　P濃度の推移
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表1．繁殖周期中の各期における頸管粘液中の好中球

王・う　M±SD

分
号
区
番

区分 好中球採取期間 供試豚

No．64 No．65

1 発情期 　　　　　　1
発情日±3日 77，3±95．6

　　　　　　　3136．4±61．6

2 　　　　　　　　　　　　　　　　　2
妊娠初期　　発情日から21日±3日 31．6±21。1 14．7±9．5

3 初期～中期 ’’ 42日　　” 25．7±24，8 10．6±5．0

4 中期 〃 63日　　” 11．6±14」 11．1±6．6

5 中期～後期 〃 84日　　” 3．7±1．0 9．4±10．1

6 後期 〃　105日　” 9．6±6、6 8．9±4．3

7 分二期 分娩 0日　　〃 49．1±87．8 239．3±343．0

8 哺乳期 分娩後　10日　〃 28．6±11．5 14．0±4．0

1）＝発情日の前3日頃後3日　計7日間

2）＝発情日から21日目の前3日と後3日　計7日間（以下同様）

3）：×60／μ1はPBS洗浄液中の好中球数（以下同様）

表2．開腹手術による排卵時間，卵巣所見，受精卵（胚）の確認

NO 交配回数
許容開始後経過

　交配時間

　　　　　　許容開始後
開腹手術
　　　　　　手術まで

卵巣所見 受精卵数

61－84 1回目
24時間

2回目　35時間20分

卵胞

黄体

直径　　卵胞　　黄体

1回目　　51時間55分 　　0．8cm
右
　　0．7cm 4

3

　　0．8cm
左
　　0．7cm 4

2

5

灌流液中の受精卵所見：右卵管に受精卵は認められず、左卵管に4細胞胚3個と3細胞胚2個が認められた



表3．開腹手術による排卵時間，卵巣所見，受精卵（胚）の確認

NO 交配回数
許容開始後経過
　　　　　　　　開腹手術
　交配時間

許容開始後

手術まで
卵巣所見 受精卵数

61－85 1回目 23時間35分
卵胞

黄体

直径　　卵胞　　黄体

第1回目

第2回目

屠殺処理

38時間51分

48時間23分

53時間40分

右　　1．Ocm　9

左　　1．Ocm　　5

　この時は第1回開腹手術時の

　卵巣所見と同じであった

　　　0．8cm　　　　　　　8
右　　0．6cm　　1

6

左　　0．6cm 5 2

灌流丁丁の受精卵所見：右卵管に8～16細胞期・6個と左卵管に8～16細胞期・2個が認められた

表4．開腹手術による排卵時間，卵巣所見，受精卵（胚）の確認

NO 交配回数

許容開始後経過
　交配時間　　　開腹手術

許容開始後

手術まで
卵巣所見 受精卵数

61－88 1回目 0時間

2回目　　23時間45分
胞
体
径

卵
黄
直 卵胞　黄体

右　1．Ocm 5

第1回目　27時間15分

　　1．Ocm左

　　0．8cm

4
，
∩
」

卵胞　黄体

第2回目　　37時間50分

　　　1．Ocm　　　3

右　　0・6cm　　3

　　0・5cm　　　1

9

1

左　　1．Ocm 5 9

灌流液中の受精卵所見：左側卵管に卵子が1個が認められ、受精卵とは確認はできなかった
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