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第1章

緒論
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乳牛 で は 、初 回排 卵 が遅 延 しな い個 体 は初 回排卵 後 の繁 殖成 績 も良好 で分

娩 間 隔 が短 い傾 向 に あ る ことが知 られて いる (Thatcher, 1973、Roche, 2000)。

分 娩 か ら初 回排 卵 までの 日数 が適切 な範 囲 に あ る こ と、す なわ ち分娩 後 の初 回

排卵 を 自然 に誘 起 させ遅 延 させ な い こ とが 重要 で あ る とされ (Thatcher, 1973、

Roche, 2000)、 乳 牛 の 分娩 間 隔 は12～13ヶ 月 が最 も経 済 的で あ る と報 告 さ

れ て い る (Dekker, 1998)。 一 方 、ホ ル ス タ イ ン種 乳 牛 に 認 め られ る主 要 な

繁殖 障 害 の一 つ で あ る卵 巣 静 止 や卵胞 嚢 腫 の大 部 分 は 、分 娩 後初 回排 卵 前 に発

現 し、分娩 か ら初 回排卵 まで の 日数 を延 長 させ る と ともに 、低 受胎 率 の原 因 と

な る (Kestler, 1979、Kestler, 1982)。 また その結 果 と して分 娩 間隔 を延 長

させ る (Kestler, 1979、Kestler, 1982)。 したが って 、初 回排 卵遅 延 牛 の多

い群 に対 して は 平均 分 娩 間隔 を12～13ヶ 月 に調 整 す る ため 、 ホルモ ン剤 を

用 いた排 卵促 進 治療 等 が必 要 とな る (Darwash, 2001)。

卵 巣 に おけ る排 卵 の誘 起 には 、卵胞 発 育 を刺 激 す る卵胞 刺激 ホル モ ン (以

下 、FSH) と 、排卵 過 程 その も の を誘 発 させ る性 腺 刺激 ホ ルモ ン (以 下 、LH)

の 分 泌調 節 が重 要 で あ る 。 しか しな が ら、分 娩 か ら初 回排 卵 まで の時 期 に血 中

お よ び下垂 体 中のFSH量 に 変化 は認 め られて いな いため (Nett, 1988、Crowe,

1998)、 初 回排 卵 に対 してFSHは 制 限 要 因で は な く、LHの 分泌 調節 が重要 と

考 え られて い る。 と くに未成 熟 卵胞 を排 卵可 能 な大 き さの 卵胞 に まで 成長 させ

るた め に は 、血 中LH濃 度 が高 低 に変 動 す る律 動 的 (パ ルス状) な分 泌 であ る

LHパ ル ス と、排 卵直 前 の 時期 に血 中LH濃 度 が 一過性 の上 昇 を示 すLHサ ー

ジ と が 必 須 で あ る 。 ま た こ れ らLH分 泌 調 節 に つ い て 、Cagampangら

(Cagampang, 1991、Cagampang, 1997) は 、絶食 下 の卵 巣摘 出 ラ ッ トで

認 め られ るLH分 泌 の抑 制 が 、エ ス トロジ ェ ンを投 与 した場 合 の み認 め られ 、

また オ ピオ イ ドレセ プ タ ーア ンタ ゴニ ス ト投 与 で解 除 され る こ とか ら、エ ス ト

ロジ ェ ン依 存 性 や オ ピオ イ ド依 存性 のLH分 泌 調節 中枢 の存在 を示 唆 して いる。
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一 方、BeamとButler (Beam, 1998) やZurekら (Zurek, 1995) は 、分娩

か らエ ネ ル ギ ーバ ラ ンス ナ ダ ー (負 の エ ネル ギ ー パ ラ ンス が軽 減 され る変換

点) まで の 日数 (分 娩 後 エ ネ ルギ ーバ ラ ンスナ ダー 日数) と分 娩 か ら初 回排卵

まで の 日数 (以 下 、初 回 排卵 日数) との 間 に は正 の相 関 関係 が あ る ことを報 告

し、乳牛 の エ ネル ギ ー充 足 が初 回排 卵 日数 に影響 す る と推 測 して いる 。乳 牛 で

は分 娩後 早期 に急 激 な乳 量 の増 加 が起 きるが 、 それ を補 う必 要量 の飼 料 を十 分

に摂 取 で き な い た め に 、 大 部 分 の 乳 牛 は 著 しい エ ネ ル ギ ー 欠乏 状 態 とな る

(Roche, 2000、Butler, 2000)。 乳 牛 の エ ネル ギ ーバ ラ ンス は、摂 取 したエ

ネル ギ ー量 か ら泌 乳 や母 体 自体 の生 存 の ため に必 要 なエ ネルギ ー量 を差 し引 く

こ とで算 出 され 、乳 牛 で は分 娩後 急 激 に負 の エ ネル ギ ーバ ラ ンス を示 す こと と

な る 。そ の後 、泌乳 量 の増 加 が停 止 し一定 量 に達 す る と、採 食 量 の増加 とあ い

ま って 必 要 なエ ネル ギ ー量 が摂取 可 能 とな り、負 の エ ネル ギ ーバ ラ ンス が軽 減

され 、泌 乳 中期 に な る とエ ネル ギ ー バラ ンスは保 たれ る 。 また、乳 生産 の み を

目的 と した遺伝 的 な改 良 に よ り、高 泌乳 牛 で は繁 殖 障害 の 多発傾 向や分 娩 間 隔

の 延 長傾 向 も この こ とに 関連 す る現 象 と して 示 唆 され て い る (Butler, 2000)。

しか しな が ら、エ ネ ルギ ーバ ラ ンス と初 回排 卵 との 関係 にお け る詳 細 な メカ ニ

ズ ム は不 明で あ る。

最近 、血 中 にはエ ネル ギ ー充 足 度 を表 す信 号 物 質 (以 下 、末 梢側 信 号物 質)

が存 在 し、 中枢 は末梢 側信 号 物 質 の濃度 変動 に 対応 して視 床下 部 や下 垂体 に作

用 し、LH分 泌 を調 節 して い る と い う仮 説 が考 え られ る よ うに な って きた 。

CanfieldとButlerは (Canfield, 1990)、 分 娩 直後 の 乳牛 で はエ ネルギ ーバ

ラ ンス が大 きな負 の状 態 で あ る ため 、LH分 泌 が抑制 され て い る と推測 して い

る 。 またNagataniら (Nagatani, 1996) やFunstonら (Funston, 1995) は

ラ ッ トや羊 で脳 の グル コ ース利 用 を阻害 す る とLH分 泌 が抑 制 され る こ とを報

告 し、またClarkeら (Clarke, 1990) は 羊で イ ンス リン投与 に よる低血 糖 でLH
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分 泌 が抑 制 され 、その抑 制 は グル コ ースの 投与 に よ り解 除 され る ことを報 告 し、

LH分 泌 に関連 す る末梢 側信 号 物 質 の 最 重要候 補 は血 中 グル コ ース濃度 で あ る

こ とを示 唆 して いる 。一 方 、分 娩後 の 泌乳 開始 に伴 ったエ ネルギ ー欠 乏期 間 で

は乳 牛 は体 脂 肪 の 動員 に よ って不 足 す るエ ネル ギ ー を補 うため 、体 脂 肪 動員 に

依 存 して いる 日数 と初 回排卵 日数 の 間 に も正 の相 関関係 が あ る と考 え られて い

る (Roche, 2000)。 しか しなが ら、乳牛 に おけ る初 回排卵 に関 わ るLH分 泌 、

な らび に その 分 泌調 節 に 関連 す る末梢 側 信 号物 質 に つ いて は不 明で 、 さ らに そ

の分 泌調 節 機 構 に つ いて は ほ とん ど解 析 され て いな い。

そ こで 本論 文 で は 、初 回排 卵 を遅 延 させず 分娩 間 隔 を短 縮 させ る方 法 を確

立 す る こ とを最終 目標 に、分 娩 後初 回排卵 に関連 す る末梢 側 信号 物 質 (血 中 マ

ー カ ー) の検 索 、 さ らに そのLH分 泌 調節 につ いて検 討 した 。 まず第2章 で は

乳牛 のエ ネル ギ ー充 足度 の 指標 と考 え られ る グル コ ース をは じめ とす る各種 血

中 マ ーカ ーに つ いて 、 これ ら血 中濃 度 が分 娩 直後 の 濃度 域 か ら健 常域 に回復 す

るの に要 した分 娩 か らの 日数 と初 回排 卵 日数 との 関係 を検 討 し、末梢側 信 号物

質 を検 索 した 。 つ いで第3章 で は初 回排 卵 に最 も重 要 な分 娩後 早 期 の乳牛 に お

け るLH分 泌 反 応 に つ いて検 討 した。す なわ ち実験1で は 、分 娩後 早 期 の乳 牛

に おけ るLHの 分 泌 反応 につ いて 性腺 刺 激 ホ ルモ ン放 出 ホ ルモ ン (Gn RH) を

投 与 して 検討 した 。つ いで 、末梢 側信 号 物 質 と考 え られ る血 中 グ ル コース濃 度

を増 加 させ る プ ロピ レング リコ ール (実 験2) あ るいは遊 離脂 肪 酸 (以 下 、FFA)

(実 験3) を投 与 した際 のLH分 泌 反応 につ いて 検討 し、 さ らにエ ス トロジ ェ

ン依 存 性 のLH分 泌反 応 (実 験4) な らび にオ ピオ イ ド依存 性 のLH分 泌反 応

(実 験5) につ いて 検 討 した 。
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第2章

分 娩 後 初 回排 卵 に関 連 す る血 中マ ーカ ー

7



血 中 に はエ ネ ル ギ ー充 足 度 を表 す信 号 物 質 (以 下 、末梢 側 信 号 物 質) が

存 在 し、LH分 泌調 節 中枢 は この濃 度 変化 に応 じてLH分 泌 を調節 し、分 娩後

の初 回 排卵 を発 現 す る とい う仮 説 が考 え られて い る。 と くに グル コー ス利用 阻

害剤 (2-デ オ キ シ-D-グ ル コー ス) を用 い たラ ッ トや 羊 の実験 か ら、 この末梢

側 信 号 物 質 の 最 重 要 候 補 は グル コ ー ス で あ る と推 測 さ れ て い る (Nagatani,

1996、Funston, 1995)。 乳 牛 にお いて も分 娩 後 の 初 回 排卵 に つ いて 末 梢側

信 号 物 質 を介 したLH分 泌 調節 中枢 によ るLH分 泌 調節 の面 か ら検討 す る必要

があ る と思 わ れ る 。しか しな が らこれ まで の末梢 側信 号 物 質 に関 す る報告 で は 、

週 に一 回程 度 の採 血 で得 た血 中成 分 の平 均濃 度 と、分娩 後 の初 回排卵 の 時期 に

つ いて論 じた も の の み で (Miettinen, 1991)、 血 中成 分 と分 娩 か ら初 回排 卵

まで の 日数 (以 下 、初 回排 卵 日数) との関連 につ いて は 明確 で な い。 ま た、分

娩 前後 の期 間 に週 に4回 程 度採 血 して検 討 した論文 で は 、血 中成 分 は分娩 前後

にV字 型 や逆V字 型 な どの特 異 的 な推 移 を示 した後 に 、一 定範 囲内 の濃度 域 に

維 持 され る と報 告 さ れて い るが (Bell, 1995)、 その推 移 と初 回排 卵 日数 との

関連 も明 らかで な い。 さ らに 、血 中濃 度 で は な く分 娩後 の負 エ ネル ギ ーバ ラ ン

ス が軽 減 され る変 換 点 まで の 日数 (分 娩後 エ ネル ギ ーバ ラ ンスナ ダー 日数) が

初 回排 卵 日数 に相 関 す る とも報 告 されて いる (Zurek, 1995、Beam, 1998)。

一 方、 初 回排 卵後2週 間以 内 に1個 以 上 の優 性卵 胞 や分娩 後 第2回 目の排卵

の認 め られ る こ とが 多 い ことか ら (Kamimura, 1993)、 初 回排 卵後2週 間以

内で は 排 卵 に 関連 す るLH分 泌調節 に問題 は な く、 またエ ネル ギー充 足度 を示

す血 中の 末梢 側 信 号 物 質 も健 常範 囲 内 に維 持 され て い る と推測 され る 。そ こで 、

まず初 回排 卵 後2週 間 の各種 血 中成分 の濃 度 を求 め 、その 平均 ±2標 準偏 差 の

範 囲 (95%信 頼 区 間) 内 に 、血 中成 分濃 度 が分 娩 後 復 帰 す る まで の 日数 を濃

度 安 定到 達 日数 と し、初 回排 卵 日数 との 関連 につ いて検 討 す る と とも に乳 牛 に

お け る末梢 側信 号 物 質 を検 索 した 。
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材 料および方法

供 試 牛

北 海 道 農 業 試験 場 畜 産 セ ン ター に お いて 、動 物福 祉 ガ イ ドラ イ ン (Barr,

1988) に準 拠 して飼 養 され て いるホ ル ス タ イ ン種 経 産牛 で 、正 常分 娩 (以 下 、

分 娩 日を第0日 とす る) し、難 産 や子 宮疾 患 等 が認 め られ な い13頭 を供 試 し

た 。 な お供 試 牛 か らは分 娩 直後 に子牛 を隔離 した。供試 牛 の分 娩 前 の ボデ ィー

コ ンデ ィシ ョンス コア (Yatabe, 1990) は3.0か ら3.5の 範 囲 で あ った 。 ま

た直 腸 検査 な らびに血 漿 中プ ロジ ェステ ロ ン濃度 か ら決定 した初 回排 卵 日数 は

17～43日 (平 均25.6±2.4日) であ った。供 試牛 は全 て初 回排 卵後 に正

常 な性 周 期 を繰 り返 した 。供試 牛 の体 重 は分 娩3日 後 で692±13kg (以

後 、全 て の結 果 を平均 ±標 準誤 差 と して 表示 す る)、305日 乳 量 は9,048±

178kg、 乳脂 肪 率 、乳蛋 白率 、無 脂 固形 分率 は それ ぞれ3.81±0.15%、

3.30±0.06%、8.71±0.09%で あ っ た 。供 試 牛 に は 日本 飼 養 標 準

(1994) に従 って 、分 娩前 (乾 乳 期) には 日量16～20kgの サ イ レージ 、0.33kg

の アル フ ァル フ ァペ レッ ト、0.33kgの ビー トパル プ 、0.33kgの フ レー ク コ

ー ン、1～3kgの 濃 厚 飼 料 を給 与 し、 この他 に乾 草 を 自由採食 させ た。 分 娩後

には 、 日量25～30kの サ イ レージ 、2kgの アル フ ァル フ ァペ レッ ト、2kgの

ビ ー トパ ル プ 、1kgの 加 熱 大 豆 およ び濃 厚 飼 料 を給 与 し、 この他 に乾 草 を 自

由採 食 させ た 。分 娩 後 の 濃 厚 飼料 の給 与 量 は 、分 娩 日には3kg、 その後6日

間 に1kgず つ増 加 させ た。分 娩後1週 以 降 は濃 厚飼 料 とサ イ レー ジの給 与量

は採 食 量等 を観 察 し食 滞 を予防 す る ため に加 減 しなが ら日本 飼養 標 準 に基 づ く

必 要 量 を給 与 した 。表2-1に 用 いた飼 料 の成 分 を表 示 した。
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検 体 の採 取

分 娩 予定 日3週 間前 か ら分 娩後 約60日 目 まで 、毎 週4回7:00～8:00

に頚 静脈 か ら血 液 を採取 した。

測 定

測 定 項 目 は エ ネ ル ギ ー 充 足 度 の 血 中 マ ー カ ー と さ れ る 、 グ ル コ ー ス 、遊 離

脂 肪 酸 (以 下 、FFA)、 ケ トン体 、 フ リー コ レス テ ロ ー ル 、 コ レス テ ロ ー ル エ ス

テ ル 、 な ら び に 尿 素 体 窒 素 (以 下 、UN) と し、 全 て 市 販 の 測 定 キ ッ ト (カ イ ノ

ス ラ ボ ラ トリ ー社 、東 京) と オ ー トア ナ ラ イ ザ ー (モ デ ル7170、 日立 社 、東 京)

を 用 いて 測 定 した 。 ま た 血 中 プ ロ ジ ェ ス テ ロ ン濃 度 は3H標 識 した プ ロ ジ ェ ス

テ ロ ン (NENリ サ ー チ 社 、東 京) と 、抗 プ ロ ジ ェ ス テ ロ ン抗 体 (竹 ノ 内 ら、1993)

を 用 い た ラ ジ オ イ ム ノ ア ッセ イ (RIA) デ キ ス トラ ン炭 末 法 で 、 液 体 シ ンチ レ

ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー を 用 いて 測 定 した。

統 計 学 的解 析

まず 、全 て の測 定値 の分 布 の正 規性 をKolmogorov-Smirnov検 定 に よ り

確 認 した 。つ いで 各 血 中成 分 濃度 に つ いて 、分娩 前2週 間 か ら初 回排 卵 まで

の 全検 体 と初 回排 卵後2週 間 の全検 体 との間 に有意 な差 があ る か否 か を、正 規

分 布 を 示 す血 中成 分 につ いて はT検 定 で 、正 規分 布 を示 さ な い血 中成 分 につ

いて はU検 定 で解 析 した 。 さ らに有 意 な濃 度 差 が認 め られ た血 中成分 につ い

て は 、各 個 体 で 初 回排 卵 後2週 間 の平 均値 ±2標 準偏 差 の範 囲 に分娩 後 の濃度

が復 帰 す る 日数 、す なわ ち濃度 安 定到 達 日数 を算 出 した 。全 ての 濃度 安定 到達

日数 が正 規 分 布 す る こ とを確 認 した後 に、分 娩 か ら初 回排 卵 まで の 日数 、す な

わ ち初 回排 卵 日数 との間 で 回帰 分析 を行 った 。 また濃度 安 定到 達 日数 が算 出 出

来 た項 目に つ いて は項 目間 の比 較 を 、個体 を ブ ロ ックフ ァクタ ー と した分 散分
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析法 と最小有意差検定法で解析 した。

結果

血 中 グル コ ース 、FFA、UN、 フ リー コ レステ ロール 、 コ レス テ ロール エ

ステ ル濃 度 は正 規 分 布 した が 、 ケ トン体 濃度 は正 規 分 布 しな か った 。表2-2

に各血 中成 分 濃度 の分 娩前2週 間 か ら初 回排 卵 まで の期 間 (排 卵前 期 間) と初

回 排卵 後2週 間 (排 卵後 期 間) に お け る供 試牛 ごとお よ び全供試 牛 にお け る平

均値 と標 準偏 差 、 な らび に全供 試 牛 にお け る初 回排卵 後2週 間 に おけ る平均 値

±2標 準偏 差 の範 囲 を示 した 。また全供 試牛 の 各血 中成 分 濃度 の 推移 につ いて 、

分娩 日を第0日 と した前 後2週 間 の推 移 、な らび に初 回排 卵 日を第0日 と し

た 前 後2週 間 の 推 移 を示 した (図2-1)。 グル コ ー ス 濃 度 は 分 娩 前 まで 約

60mg/dLで 推移 した が 、分 娩 の数 日前 か ら増加 し、分 娩 日以 後 に急 激 に減 少

した。供 試 牛 の 中に は血 中 グル コース濃 度 が分 娩後 早 期 に は健 常 時の1/2か

ら2/3に 著 しく低 下 して いる個体 も多 か った。 その後 、個体 に よ り様 々な期

間低 値 を示 した後 、増 加 に転 じ増加 した後 に初 回排 卵 が観 察 さ れた (図2-1-a)。

全 供試 牛 のFFA濃 度 は 、分娩 前 まで低 値 で推 移 したが分 娩 日以 後 に急激 に増

加 し、そ の後 減 少 に転 じる と いう推移 を示 し、減 少 に転 じた後 に初 回排卵 が観

察 され た 。 これ ら以 外 の血 中成 分 も分 娩前 後 およ び初 回排 卵前 後 に それ ぞれ 固

有 の 推移 パ ター ンを示 した (図2-1-b)。 また血 中 グル コース 、FFA、UN、 フ

リー コ レステ ロール 、 コ レステ ロ ールエ ステ ル濃 度 に つ いて は分娩 前2週 間 か

ら初 回排 卵 まで の全 検 体 の濃 度 と初 回排 卵後2週 間 の全検 体 の濃 度 との間 に有

意 差 (P<0.001) が認 め られ たが 、ケ トン体 に つ いては認 め られ なか った (表

2-2)。 有 意 差 の認 め られ た項 目の うち 、血 中 コ レステ ロール エ ステ ル 濃度 で

は分 娩 前2週 間 か ら初 回排卵 まで の全 濃度 が初 回排 卵後2週 間の濃 度 の95%
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信頼 区 間範 囲 に 入 る ため 、濃度 安 定 到達 日数 を算 出 で きな か った が 、 グル コー

ス 、FFA、UN、 フ リー コ レス テ ロ ール濃 度 に つ いて は濃 度 安 定 到 達 日数 が算

出 可能 で あ った 。

表2-3に 各 供 試牛 の初 回排 卵 日数 とグル コ ース 、FFA、UN、 フ リー コ レ

ス テ ロール の濃 度 安 定到 達 日数 を示 した 。濃度 安 定到 達 日数 に グル コース 、FFA、

フ リー コ レス テ ロール で は有 意 な差 は認 め られ なか ったが 、UNの 濃度 安定 到

達 日数 は これ らに比 較 して 有 意 に 小 さか っ た (P<0.01、 図2-2)。 また得 られ

た グル コ ース お よ びFFAの 濃 度 安定 到 達 日数 と初 回排卵 日数 との 間 には有 意

な正 の相 関 関係 が認 め られ たが 、UNお よび フ リー コ レステ ロール の濃度 安 定

到 達 日数 と初 回排 卵 日数 との 間 に相 関 関係 は認 め られ なか った (図2-3)。

考察

分娩 後 の エ ネル ギ ー充足 度 は 、分 娩後 の初 回排卵 に重 要 なLHの 分 泌調節

に影 響 を及 ぼす と考 え られ るが 、 この機構 は い まだ明 らか に され て い な い。 ラ

ッ トや 羊 で は血 中 グル コ ース濃 度 が末 梢側 信 号物 質 で あ る と推 定 されて いるが

(Nagatani, 1996、Funston, 1995)、Satoら (Sato, 1978、Sato, 1981)

は分 娩1ヶ 月後 の 乳牛 と泌乳 中期 の乳 牛 の血 中 グル コー ス濃 度 には差 は認 め ら

れ な い と報 告 して い る。 しか しなが ら本実 験 の結 果 か らは 、分 娩後 早期 の乳牛

で は血 中 グル コ ース濃 度 が健 常 時 の1/2か ら2/3に 著 し く低 下 して い る個体

が多 く、 この 時期 の乳 牛 は激 しいエ ネル ギ ー欠乏 状態 にあ る と推 測 され 、 また

血 中 グ ル コ ース濃 度 はエ ネ ルギ ー充 足度 と関連 す る と考 え られ る。一 方 、エ ネ

ル ギ ー 欠乏 期 間 には 乳牛 は体脂 肪 の動 員 に よ って 不足 エ ネルギ ー を補 うが、体

脂 肪 動 員 を表 す血 中FFA濃 度 も有 意 な高値 を示 す 。 さ らに本 実験 の結 果 、エ

ネル ギ ー充足 度 を表 す指 標 と考 え られ て い る項 目の うちケ トン体 以 外の グル コ
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ース 、FFA、UN、 フ リー コ レステ ロール 、な らび に コ レス テ ロ ールエ ステ ル

の血 中濃 度 には 、分 娩 前2週 間 か ら初 回排 卵 までの 期 間の 濃度 と初 回排卵 後2

週 間 の濃 度 との 間 に有 意 な差 が認 め られ た 。す なわ ち、乳牛 では初 回排 卵 後 に

は正 常 な発 情 ・排 卵 周 期 を示 す こ とか ら考 えて 、初 回排 卵前 後 で はエ ネルギ ー

充足 状 態 が 異 な る もの と考 え られ た 。 また 、分 娩 後 に初 回排 卵後 と同程 度 のエ

ネル ギ ー充 足状 態 に早期 に回復 す る こ とが、初 回 排卵 遅延 を防止 す る上 で重 要

と推 測 され た 。一方 、エ ネルギ ー充足 状態 へ の 回復 はUNが グル コース 、FFA、

フ リー コ レステ ロール濃度 と比 較 して早期 に認 め られ た が 、初 回排卵 との関係

は認 め られ ずLH分 泌調 節 中枢 の末 梢側 信 号物 質 とは考 え られ な か った 。

本 実 験 の 結果 、 グル コース お よ びFFAの 濃 度安 定 到達 日数 と初 回排 卵 日

数 との 間 に は有 意 な正 の相 関 が認 め られ 、血 中 グル コース な らび にFFA濃 度

が末梢 側信 号 物 質 で あ る可 能性 が示 唆 され た。一 方 、Miettinen (Miettinen,

1991) は週 に一 回程度 の採 血 で得 た血 中成 分 の 平均 濃度 と初 回排 卵 日数 とを

検 討 し、両者 に明確 な関 連 は な い と報 告 して い る。 しか しなが ら本実 験 の結 果

か ら考 えて 、Miettinenの 実 施 した方 法 で は 、分 娩 直後 の 濃度 域 か ら健 常域 に

回復 す る とい う変化 に対 す る検 討 が不 十分 で あ る ことが 、両者 の 関連 を見 いだ

せ な か っ た 理 由 で あ る と推 測 さ れ た 。 さ らにFormigoniら (Formigoni,

1996) は 、分娩 後 早 期 の低 栄 養状 態 の 乳牛 に ル ーメ ン壁 か ら吸収 され肝 臓 で

糖 合成 の前 駆体 と して利 用 され る プ ロ ピ レング リコール を強 制的 に連 日経 口投

与 す る と 、血 中 グ ル コ ース濃度 が増 加 し、分 娩後 初 回排 卵 も早期 化 され る と報

告 して お り、血 中 グル コ ース濃度 が末梢 側 信号 物 質 で あ る こと を示 唆 して いる 。

以 上 の結 果 、初 回 排卵 日数 は血 中 グル コー スお よ びFFA濃 度 の分 娩後 の

濃度 安 定 到達 日数 と密接 に関係 す る こ とが明 らかに な り、血 中グ ル コース な ら

び にFFA濃 度 がLH分 泌調 節 中枢 に対 す る末梢 側 信号 物 質 で あ る と考 え られ

た 。
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(a) Glucose

(b) FFA

Fig. 2-1-a Changes of plasma concentrations of glucose (a) and FFA (b) during the parturition

period (left) and the first ovulation period (right) in the Holstein dairy cows. Values
are the means±SEM. The number of animals at each time point varies from 2 to

13.
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(c) Urea nitrogen

(d) Free cholesterol

(e) cholesterol ester

Fig. 2-1-b Changes of plasma concentrations of urea nitrogen (c), free cholesterol (d), and
cholesterol ester (e) during the parturition period (left) and the first ovulation period

(right) in the Holstein dairy cows. Values are the means±SEM. The number of

animals at each time point varies from 2 to 13.
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Table 2-3. The day of first postpartum ovulation and the steady day of plasma glucose,

FFA, urea nitrogen, and free cholesterol concentrations.

*: The duration (days) from parturition to the first postpartum ovulation

**: The duration (days) of the plasma components to reach the steady

concentration (calculated from Mean±2SD of postovulation period)
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Fig. 2-2 The steady day (Mean±SEM) to reach the steady concentration calculated

from plasma glucose, FFA, urea nitorgen, and free cholesterol concentrations

for 14 days after the first postpartum ovulation.*: Significant difference (P<

0.01) compared with others.
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小括

血 中 には エ ネ ルギ ー充足 度 を表 す末梢 側信 号 物 質 が存 在 し、LH分 泌 調節

中枢 は この濃 度 変化 に応 じてLH分 泌 を調 節 す る とい う仮説 が考 え られて いる 。

と くに この 末梢 側 信 号 物 質の 最 重要 候補 は血 中 グ ル コース濃 度 で あ る と推 測 さ

れ て いる 。 そ こで 、 グル コース をは じめ とす る各種 血 中マ ー カ ーが分娩 直後 の

濃度 域 か ら健 常域 に回復 す る ため に要 した分娩 後 日数 と分娩 か ら初 回排 卵 まで

の 日数 (以 下 、初 回 排卵 日数) との 関連 を検討 した。す なわ ち、初 回排 卵後2

週 間 に お け る各 血 中成 分 の 濃度 の平均 ±2標 準偏 差 の範 囲 (健 常域) 内 に、各

個 体 の 血 中因子 の濃 度 が達 す るに要 した分娩 後 か らの 日数 と初 回排卵 日数 との

相 関関 係 につ いて検 討 した 。13頭 の ホル ス タ イ ン種乳 牛 か ら分 娩前14日 か

ら分 娩 後 約60日 まで 週 に4回 採 血 し、血 漿 中の グル コース 、遊 離脂肪 酸 (FFA)、

ケ トン体 、尿 素 体 窒 素 (UN) を測 定 した 。初 回排卵 後2週 間の グル コー ス、

UN、 フ リー コ レステ ロール 、 コ レステ ロール エ ステ ル の濃 度 は 分娩 前2週 間

か ら分娩 後 初 回排 卵 まで の期 間 の濃 度 と比 較 して有 意 に高 く、 また初 回排 卵後

2週 間 のFFAは 初 回 排卵 前 の そ れ と比較 して有 意 に低 か った 。 しか しケ トン

体 につ いて は 、初 回排 卵前 と初 回排 卵後 の間 の有 意 差 は認 め られ なか った 。さ

らに この うち グル コース とFFAに つ いて は健 常域 内 に復 帰 す る まで に要 した

日数 と初 回排 卵 日数 との 間 に有 意 な正 の相 関 が認 め られ た 。 した が って 、血 中

グル コ ース とFFA濃 度 が分娩 後 の初 回排卵 に関連 す る末 梢側 信 号物 質 と考 え

られ た 。
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第3章

分娩後早期乳牛における

性腺刺激ホルモ ン分泌調節
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前 章 の結 果 か ら、LH分 泌 調節 中枢 に 関与 す る末梢 側信 号 物 質 は血 中 グル

コ ース とFFA濃 度 で あ る と推 測 され た。 す なわ ち血 中の 末梢 側信 号 物 質の 濃

度 が健 常域 に回復 す る と初 回排 卵 を誘起 させ るが 、回復 で きず に分 娩 直後 の濃

度 が持 続 した場 合 に は初 回排 卵 を遅 延 させ るLH分 泌の 調節 中枢 が存在 す る と

考 え られ た。 ラ ッ トで は脳 の グル コ ース利 用 を阻 害 す る とLH分 泌 の抑 制 が発

現 す る ことが (Nagatani, 1996)、 また分娩 後 早期 の エ ネル ギ ーバ ラ ンス が負

の状 態 の乳 牛 で はLH分 泌 が抑 制 され て い る こ とが報 告 され て い る (Beam,

1999)。 しか しな が ら、分 娩 後 早 期 の 乳 牛 に おけ る末梢 側 信 号 物 質 に関連 し

たLH分 泌 調節 に つ いて は不 明 で あ る。 そ こで まず分 娩 後 早期 の乳 牛 に性腺 刺

激 ホ ルモ ン放 出 ホ ルモ ン (以 下 、GnRH) を投 与 した際 のLHの 分 泌反 応 に つ

いて検 討 し (実 験1)、 つ いで末 梢側 信 号 物 質 と考 え られ る血 中 グル コー ス濃

度 (実 験2) お よ び血 中FFA濃 度 (実 験3) を増 加 させ た際 のLH分 泌反 応

に つ いて 、 さ らに絶 食 下 の ラ ッ トで認 め られ るLH分 泌 の抑 制 には 、エ ス トロ

ジ ェ ン や オ ピ オ イ ドが 関 与 す る と報 告 さ れ て い る こ とか ら (Cagampang,

1991、Cagampang, 1997)、 エ ス トロジ ェ ンを介 したLH分 泌反 応 (実 験4)

な らび にオ ピオ イ ドを介 したLH分 泌 反 応 (実 験5) に つ いて検 討 した。
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実験1 GnRH投 与 によるLH分 泌反応

分 娩後 早期 の 乳牛 に お けるLH分 泌 反 応 の抑制 な らび に血 中 グル コ ース濃

度 との関 連 を検 討 す るため 、 まずGnRH投 与 し、LH分 泌 反 応 を検討 す る とと

も にエ ネル ギ ー充 足率 、蛋 白充 足 率 、血 漿 中 グル コ ース濃度 を測 定 し検討 した 。

材料 および方法

供試牛

北 海道 農 業 試験 場 畜 産 セ ンタ ーで飼養 す る 、正 常 分娩 し、難 産 や子 宮疾 患

等 が認 め られ な いホル ス タ イ ン種 乳牛24頭 を供 試 した。供 試牛 か らは分 娩直

後 に子 牛 を隔 離 した。供 試 牛 の305日 乳 量 は9,482±151kgで 、供 試期

間 中は 日本 飼 養標 準 (1994) に従 って飼 育 した 。 また供 試 牛 は第30日 まで

は タ イス トール で 、第31日 以 後 は フ リース トールで飼 育 した 。供 試 牛 は分 娩

日に 無作 為 に4群 にわ け 、分 娩 後10日 (10日 群9頭 、全例 初 回排 卵 前)、30

日 (初 回排 卵前30日 群4頭 、な らびに初 回排 卵 後30日 群6頭)、60日 (60

日群5頭 、全 例初 回排 卵後) の いず れ かの 時期 にGnRHを 投与 した 。分 娩後10

日お よ び30日 にGnRHを 投 与 した初 回 排卵 前 の供 試牛 につ いて は 、投与 実施

週 に お け る 日本 飼 養 標 準 (1994) に基 づ くエ ネ ルギ ー充 足率 お よび蛋 白充足

率 を算 定 した。 分娩 後10日 群 のエ ネルギ ー充 足率 (67.8±3.3%) お よ び蛋 白

充足 率 (74.2±3.8%) は排 卵 前30日 群 との間 に は差 は な いもの の 、排 卵 後30

日群 お よび60日 群 (そ れ ぞれ83.3±5.3%お よび89.1±7.5%) よ りも有

意 に低 か っ た (P<0.05)。 また 、初 回排 卵 日 な らび に排 卵 数 を直腸 検 査 と血

漿 中プ ロジ ェス テ ロ ン濃度 か ら決定 した 。
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検体 の採取

供 試 牛 にはGnRH投 与 の 前 日に頚 静 脈 に 三方 活栓 (ト ップ社 、東 京) を

接続 した カ テ ーテ ル (メ デ ィカ ッ トカテ ーテ ル キ ッ ト14G、 ア ー ガ イル 、東

京) を装 着 した 。GnRH投 与 前後 の血液 を装 着 したカテ ーテ ルか ら採取 した 。

す なわ ち 、GnRH投 与 日の10:30に 、グル コ ース濃度 の 測定 用検 体 を採 取 し、

11:00に200μgのGnRH (酢酸 フ ェル チ レ リン、 コ ンセ ラ ール 、武 田薬 品工

業 、大 阪)を 筋 肉 内投与 した 。GnRHの 投 与 後 は3時 間 まで15分 間 隔で 採血

し、 さ らに投 与後3～8時 間 まで30分 間隔 で採 血 した 。採 取 した血液 はそ れ

ぞれ ヘ パ リン入 りの試 験管 に入 れ 、採 血直 後 に4℃で 遠 心分 離 を行 い、測定 ま

で-20℃で 血 漿 を保 存 した 。

測定

血 中 プ ロジ ェステ ロ ン濃度 の測 定 は第2章 と同様 の ラ ジオ イム ノア ッセ イ

法 に よ り実 施 した が 、抗 プ ロジ ェステ ロ ン抗体 は帝 国臓 器社 (東 京) の もの を

用 いた 。典 型 的 な血 中 プ ロジ ェステ ロ ン濃度 の変 動 を図3-1に 示 した 。血 中

LH濃 度 は 、 ラ ジオ イム ノア ッセ イ2抗 体法 に よ り測 定 した。す なわ ち 、125｜

標 識 した牛LH標 準 品 (ク ロラ ミ ンT法 、UCBバ イオ プ ロダ ク ト社 、 ブ リュ

ッセ ル 、 ベ ルギ ー)、 抗 牛LHウ サ ギ血 清 (UCBバ イオ プ ロダク ト社) お よ び

当研 究室 で作 製 した抗 ウサ ギ γグ ロブ リン羊血 清 を用 いた 。血 中 グル コース濃

度 は オ ー トアナ ラ イザ ー (ア ボ ッ ト、 ダイナ ボ ッ ト社 、東 京) と市販 の測定 キ

ッ ト (ア ボ ッ トク イ ックス タ ー トグル コ ース キ ッ ト、 ダ イナ ボ ッ ト社 、東京) を

用 いて測 定 した 。

統 計 学 的解 析

GauterとMauleon (Gauter, 1983) の 報 告 に従 いGnRH投 与 に よ るLH

の 分 泌 反 応 を表 す 指 標 と して 、投 与 後 の 最 高LH濃 度 (ピ ー ク 濃 度;以 下 、pLH)
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な らび に 、投 与 後8時 間 のLH放 出反 応 曲線 とX軸 の 間 の面積 (放 出LH量 、

以 下 、ΣLH) を個 体 ごと に算 出 した 。測 定項 目ご とに10日 群 、初 回排 卵前30

日群 、初 回 排卵 後30日 群 、60日 群 の群 間の 平均 値 の差 を分 散 分析 法 とFisher's

PLSD検 定 法 に よ り解 析 した。

結果

図3-2にGnRH投 与後 の血 中LH濃 度 の推移 を示 した 。血 中LH濃 度 は い

ずれ の群 に お いて もGnRH投 与 後 に増 加 し、約2時 間後 に ピー ク濃度 に達 し

た後 に 、減 少 を示 した 。 しか しなが ら、10日 群 で は他 の群 に比較 して低値 を

示 した 。LHの 分 泌 反 応 を表 す指 標 を図3-3に 示 した 。10日 群 のpLHと ΣLH

は他群 に 比較 して 有意 に低 値 で あ ったが 、排 卵前30日 群 、排 卵 後30日 群 、

60日 群 の 間 に有 意差 は認 め られ な か った 。 グル コ ース濃度 に つ いてもpLHと

ΣLHと 同様 に 、10日 群 は他 群 よ りも有 意 に低 く、排 卵前30日 群 、排 卵後30

日群 、60日 群 の間 には 有意 差 は認 め られ なか った。

考察

本 実 験 の 結 果 、初 回排 卵 前 の10日 群 のLHピ ー ク濃度 (pLH) と放 出LH

量 (ΣLH) は いず れ も他 群 の そ れ と比 較 して低 値 で あ った 。 した が って 、分

娩後 早 期 の 乳牛 で はGnRHの 投与 に対 してLH分 泌反 応 は抑 制 され て い る こ と

が 明 らか とな った 。 中枢 に よ るLH分 泌 の抑 制 は 、 その主 体 は 内因性GnRHの

分 泌 抑 制 で あ り、 それ に と もな ってGnRHの 作 用 で あ る下 垂体 のLH合 成 ・分

泌 が抑 制 さ れ 、発現 す る と考 え られ て い る。 しか しなが ら血 中 グル コ ース濃度

の低 下 がGnRH投 与 時 のLH分 泌反 応 を抑 制 す る ことか ら、血 中 グル コース濃
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度 の 低 下 は 直 接LH分 泌 を抑 制 す る と考 え られ る 。 す な わ ち 、Kestlerら

(Kestler, 1977) やFosterら (Foster, 1980) は 、分 娩後 の乳牛 にGnRHを

投 与 した場 合 、LHの 分 泌反 応 は分 娩後7日 目 まで は低 下 して いるが 、分娩 後

10日 目以 降 で は性 周期 を正 常 に繰 り返 す乳牛 とLH分 泌反 応 に差 が な い こ と

を認 め て い る。 また肉牛 に お いて も 、LH分 泌反 応 の低 下 は分娩 後7日 目 まで

と考 え られ て いる (Gauter, 1983)。 本 実験 の 結果 に お いて も 、分娩 後 日数 の

経 過 とと もにLH分 泌反 応 は改 善 し、 これ まで の報 告 と同様 で あ った が、初 回

排 卵 前 で あ る分 娩後10日 目で は抑 制 されて お り、他 の報 告 に比較 してLH分

泌 反 応 の抑 制 が遅 くまで 認 め られ た 。一 方 、10日 群 のエ ネルギ ー充 足率 は他

群 と比較 して 有 意 に低 く、 またそ の血 中 グル コース 濃度 も他 群 の それ と比 較 し

て低 値 で 、第2章 と同様 に分娩 後 早期 に は激 しいエ ネル ギ ー欠乏 状態 にあ る こ

と を示 して いた 。GauterとMauleon (Gauter, 1983) は 、分 娩後 の 肉牛 で 分

娩 後 に給与 エ ネル ギ ーを制 限 す る と、LH分 泌反 応 の 改善 が著 しく遅 延 す る と

報 告 して いる 。 また 、分 娩後30日 目にGnRH投 与 した2群 、す なわ ち排 卵 前

30日 群 と排卵 後30日 群 との 間 に はLHの 分泌 反応 に差 は認 め られ ず 、排卵

前30日 群 、排 卵後30日 群 、60日 群 の 血 中 グル コース濃 度 に も差 は認 め ら

れ な か った 。 した が って 、泌 乳 量の 増加 した現 代 の乳 牛 で は 、分 娩後 早 期 に お

いて は エ ネ ルギ ー不 足 が重 篤 で 、LH分 泌反 応 の 回復 時期 が遅 延 して い るもの

と考 え られ 、 また分 娩後 早 期 に お け るGnRH投 与 時のLH分 泌の抑 制 は 、血 中

グ ル コ ース濃 度 が影響 して いる もの と推 測 され た 。

一 方、 初 回 排卵 前 の 全供 試牛 で は、GnRH投 与後、 排卵 が観 察 され た。 し

たが って 、血 中 グル コース濃 度 の低 下 に よ るLH分 泌の 抑制 は 、分 娩後 の初 回

排卵 に影 響 す る程 大 き なも の で は な く、 主 にGnRHの 分泌 抑 制 が重 要 と考 え

られ る 。McDougallら (McDougall, 1995) も 同 様 の結 果 を報 告 して お り、

別種 のGnRH剤 を投 与 して い るが大 部 分 の 高泌 乳 牛 に お いて排 卵 を認 め て い
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る 。 さ らに乳 牛 で は分 娩 後第1週 の 時点 に は既 に卵 巣 内で 卵胞 が次 々 と成 長 ・

退 行 を 繰 り返 す 卵 胞 ウ ェ ー ブ が 存 在 す る こ とも 知 られ て い る (Kamimura,

1993)。 したが って 、分娩 後 早期 で あ って も卵 巣 は排 卵 誘起 に必要 なLH分 泌

が起 これ ば排 卵 す る状 態 に あ り、分 娩後 初 回排卵 の遅 延 はGnRH分 泌 が抑 制

され た結 果 と考 え られ る。

以 上 の結 果 か ら、分 娩後 早 期 の乳 牛 で はGnRH投 与 に対 す るLH分 泌反 応

は低 下 して お り、 この低 下 は エ ネ ルギ ー充 足率 、 と くに血 中 グル コ ース濃度 に

関連 す る もの と考 え られ た 。
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Fig. 3-3 Plasma concentrations of peak LH (pLH), the area under the LH response

curve for 8 h after GnRH analogue injection (ΣLH), and glucose in the

Holstein dairy cows. *: Significant difference (P<0.05) compared with other

groups.
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実 験2 プ ロ ピ レ ング リコ ール投 与 に よ る血 中LH濃 度 の 変 動

これ まで の結 果 か ら、LH分 泌 調節 中枢 の末梢 側 信号 物 質 は血 中 グル コー

ス濃度 で あ る と考 え られ た 。また分 娩後 早 期 の乳 牛 で はGnRH投 与 に対 す るLH

分 泌反 応 は低 く、血 中 グル コ ース量 の増 加 に とも な って 反応 性 が改 善 す る こ と

も明 らか とな った 。 さ らに 、 グ ル コー ス利 用 阻害 剤 (2-デ オキ シ-D-グ ル コー

ス) の 投 与 に よ り ラ ッ トや 羊 でLH分 泌 が 抑 制 さ れ る と報 告 さ れ て お り

(Nagatani, 1996、Funston, 1995)、 また 、 イ ンス リン投 与 によ る低血 糖 で

LH分 泌 が抑 制 され 、 その抑 制 は グル コ ースの 投与 によ り解 除 され る ことも羊

で報 告 され て いる (Clarke, 1990)。 しか しな が ら、乳 牛 で は グル コースの 点

滴 投 与 に よ って血 中 グル コ ース濃度 を長 期 間維持 させ る ことは不 可能 で 、分 娩

後 早 期 の 乳牛 の 血 中 グル コ ース濃度 を増加 させ た際 のLH分 泌 反応 を検討 す る

ことは で きな い。 プ ロ ピ レング リコール は反 芻動 物 の糖 合成 経 路 に対 す る主 要

な前駆 体 で あ るプ ロ ピオ ン酸 類似 物 質 で 、経 口投 与 が可 能 で あ る。乳牛 にプ ロ

ピ レン グ リコ ール を経 口投 与 す る と、その 大部 分 は ル ー メ ン壁 か ら急速 に吸収

され 肝 臓 に お け る糖 合 成 に利 用 さ れ血 中 グル コー ス濃 度 が 上昇 す る (Studer,

1993、Grummer, 1994)。 そ こで 、分 娩後 早 期 で血 中 グ ル コース濃 度 の低 い

(低 栄 養 状 態) 乳 牛 に プ ロピ レング リコ ール を経 口投与 し、血 中 グル コ ース濃

度 を増 加 させ た 際のLH分 泌 反 応 を検討 した。

材料 および方法

供 試 牛

北 海道 農 業 試験 場 畜 産 セ ンタ ーに お いて飼養 され て い る14頭 の ホ ル タイ

ン種 経 産牛 を供 試 し、正 常 分娩 後 に、供 試牛 か ら子 牛 を隔離 した 。供 試 牛 の分
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娩 後9日 目 の 体 重 は646±66kg、305日 乳 量 は9745±995kgで あ っ

た 。分 娩 後 は 供 試 牛 を1日2回 、朝 (8:45か ら9:15の 間) お よ び 夜 (19:00

か ら19:30の 間) に搾 乳 した 。 供 試 牛 へ の 飼 料 給 与 は 毎 日2回 、 朝 の 搾 乳 後

と 夜 の 搾 乳 前 に 実 施 し、 日量25～30kgの サ イ レー ジ 、5kgの 乾 草 、2kgの

ア ル フ ァ ル フ ァ ペ レ ッ ト、1kgの 加 熱 大 豆 と濃 厚 飼 料 を給 与 した 。 濃 厚 飼 料

の 給 与 量 は 分 娩 日 に は2kg、 そ の 後10日 間 に1kgず つ 給 与 量 を 増 加 さ せ た 。

分 娩 後10日 目以 降 は 採 食 量 と 日本 飼 養 標 準 (1999) に 従 って 濃 厚 飼 料 とサ

イ レ ー ジ を 給 与 し、 分 娩 後9日 目 の 時 点 で 、 エ ネ ル ギ ー バ ラ ン ス を 算 定 した

(-28.3±2.8 Mcal)。 水 と ミ ネ ラ ル ブ ロ ッ ク は 自 由 摂 取 さ せ た 。 また 基 本

的 に 毎 日10:30か ら16:00の 間 、 パ ドッ ク で 運 動 さ せ た 。

分娩 後8日 目 に供 試 牛 に、三 方 活栓 (ト ップ社 、東 京) お よび延 長 チ ュ

ー ブ (LX1-L100、 トップ社、 東京) を接 続 した カテ ーテル (メ デ ィカ ッ トカテ

ーテ ル キ ッ ト16G、 メデ ィカ ッ ト社、 東 京) を頚 静脈 へ装 着 した。 なお超 音

波 画像 診 断 か ら分 娩後8日 目の供 試 牛の 卵巣 には 黄体 は存 在 せ ず 、分 娩後9

日 目の 血 中 プ ロジ ェス テ ロン濃 度 は0.33±0.06ng/mLと 低値 で あ った。

検体の採取

全供 試 牛 のLH分 泌 反応 が抑制 され る と期 待 され る分娩 後9日 目の10:00

か ら14:00ま で (投 与 前)、 カ テ ーテ ル を用 いて10分 間 隔で血 液検 体 を採 取

した 。14:00に1Lの 水 (対 照群 、n:7) または1Lの100%プ ロピ レング リ

コ ール (166-07256、 和 光純 薬 工業 、大 阪) (プ ロ ピ レング リコ ール群 、n=7)

を数 分 以 内 に経 口投 与 した 。投与 後 、カテ ーテル を用 いて10分 間隔 で投 与後

5時 間 (投 与後) まで の血 液 検 体 を採取 した 。採 取 した血液 は それ ぞれ ヘパ リ

ン入 りの試 験 管 に入 れ遠 心 し、血 漿 を分 離 した 。得 られ た血 漿 はLH、 グ ル コ

ー ス、FFA、 な らび に イ ンス リン濃度 の測 定 まで -35℃で 保 存 した。
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測定

血 漿 中LH濃 度 は 、 ラ ジオ イム ノア ッセ イ2抗 体 法 に よ り測定 した。測 定

に は1251標 識 した牛LH標 準 品 (ク ロラ ミ ンT法 、AFP11743B、NIDDKナ シ

ョナ ル ホ ル モ ン & 下垂 体 プ ログ ラム 、 カ リフ ォル ニア 、米 国) と抗牛LH抗 体

(バ イオ ジ ェ ネ シス社 、 プ ー レ、 イギ リス) およ び当研 究室 で作 製 した抗 ウサ

ギIgG羊 血 清 を用 いた 。血 漿 中 イ ンス リン濃 度 は 、市 販 の ラ ジオ イム ノア ッ

セ イキ ッ ト (イ ンス リン栄 研 、栄 研 化学 、東 京) を用 いて測 定 した 。血 中 グル コ

ー ス な らび にFFA濃 度 は、 第2章 と同様 オ ー トアナ ラ イザ ーで 測定 した。

統計学的解析

各 供 試 牛 の投 与 前 と投 与 後 そ れ ぞれ全 検体 の グル コ ース 、FFA、 な らびに

イ ンス リンの平 均 濃度 を算 出 した。各供 試 牛 の投 与前 と投与 後 のLH分 泌反 応

の 指標 と して 、平均LH濃 度 、1時 間 あた りのLHパ ルス数 な らびに その振 幅

をMerriamとWatcher (Merriam, 1982) の ア ル ゴ リズ ム とCanfieldと

Butler (Canfield, 1990) のGカ ッ トオ フ基 準 値 を用 いて算 出 した。群 間 お よび

投与 前 後 間 の デ ー タ を反 復 測 定分 散分 析 と最 小有 意差 検定 法 によ り解 析 した 。

全 て の結 果 は 平均 ±標 準誤 差 と して表 示 した。

結果

図3-4に 投与 前 後 の血 中 グル コー ス、FFA、 お よ び イ ンス リン濃 度 の 変

動 を示 した 。投 与前 の血 中 グル コ ース 、FFA、 な らび に イ ンス リン濃度 に群 間

差 は 認 め られ なか った 。一 方投 与前 後 の 比較 で は 、プ ロ ピ レング リコ ール投与

群 で は投 与 後 の血 中 グル コー ス濃度 とイ ンス リン濃度 は投与 前 に比 較 して 有意

(P<0.05) に高 か っ たが 、対照 群 で は水 の投 与前 後 に血 中 グル コ ース 、FFA、
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な らび に イ ンス リン濃度 に有 意 な 変動 は認 め られ な か った 。投与 前 のLH分 泌

反 応 の指標 (平 均LH濃 度 、1時 間あ た りのLHパ ルス数 な らび にその 振幅)

に群 間 に有 意 な差 は認 め られ なか ったが (図3-5)、 投 与後 の プ ロ ピ レング リ

コー ル投 与群 で は投与 後 に平均LH濃 度 は有 意 に増 加 した (P<0.05)。 また

1時 間 あた りのLHパ ル ス数 も投与 前 と比較 して有 意 に増 加 し (P<0.05)、

投 与 後 の 対 照群 との 比較 で も有意 に高 か った (P<0.05)。 一 方 、対 照群 で は

水 の投 与 前 後 に有 意 な変動 は認 め られ なか った。 図3-6に プ ロピ レ ング リコ

ール群 の 典型 的 な投与 前 後 の血 中LH濃 度 の推 移 を示 した。 投与 前LHパ ルス

数 は2回 で あ ったが 、投 与後 には4回 とLHパ ルス数 は明 らかな増 加 を示 した 。

考察

供 試 牛 の 飼 養 管 理 、 ホ ル モ ン の 測 定 方 法 お よ び デ ー タ の 解 析 方 法 等 に よ り

差 が 生 じる た め 報 告 者 に よ る 違 い は あ る が 、 分 娩 後 早 期 の 乳 牛 の1時 間 あ た り

のLHパ ル ス 数 は 、1時 間 あ た り0.2～1.2回 の 範 囲 と報 告 さ れ て お り (Peters,

1981、Savio, 1990、Canfield, 1991、Zurek, 1995、Beam, 1999)、 性

周 期 中 の 発 情 前 期 の1時 間 あ た り1.1～2.6回 (Walters, 1984、

Schallenberger, 1984) と比 較 して 少 な く、 分 娩 後 早 期 の 乳 牛 で はLH分 泌

は 抑 制 さ れ て い る と考 え られ て い る 。本 実 験 に お い て も プ ロ ピ レ ン グ リコ ー ル

投 与 前 のLHパ ル ス 数 は これ ま で の 報 告 と同 様 の 範 囲 で 、1時 間 あ た り約0.2

回 と そ の 数 は 少 な く、LH分 泌 は 抑 制 さ れ て い た 。 本 実 験 で 供 試 した 分 娩 後 早

期 の 乳 牛 は い ず れ も エ ネ ル ギ ー バ ラ ン ス が 負 の 状 態 で 、血 中 グ ル コ ー ス濃 度 も

約40mg/dLと 低 い 。 こ れ ら乳 牛 に 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル を 投 与 す る と血

中 グ ル コ ー ス 濃 度 が 約50～60mg/dLに 増 加 す る と と も に 、 平 均LH濃 度 な

ら び に1時 間 あ た りのLHパ ル ス 数 が 有 意 に増 加 した 。 す な わ ち 、 分 娩 後 早 期
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の乳 牛 に お いてLH分 泌 は抑制 され て お り、 プ ロピ レ ング リコール投 与 に よ る

血 中 グ ル コ ース濃 度 の増 加 によ り、そ の抑制 が解 除 され る ことを示 して いる 。

反 芻 動 物 で プ ロ ピ レング リコ ール投与 と繁殖 成 績 との 関係 につ いて検 討 した報

告 は 少 な いが 、乳牛 で プ ロ ピ レング リコ ール を分娩 前 に飼 料 に混 合 して給 与 し、

さ らに分娩 後 に経 口投 与 させ る と、分 娩後 初 回排卵 が早期 化 され る と報 告 され

て い る (Formigoni, 1996)。 また単 胃動 物 で も絶 食 に よ り視 床 下 部 か らの

GnRH分 泌 が抑 制 され 、再給 餌 によ り数 十分 以 内 に その抑 制 が解 除 され る こと

が認 め られ て い る (Temple, 2000)。 さ らに育 成牛 で も長 期 間 の絶 食 後 に グ

ラ スサ イ レー ジ を再 給 餌 す る と数 時 間以 内 に血 中LH濃 度 の上 昇 が観 察 され て

い る (McCann, 1986)。

本 実験 は分娩 後 の血 中 グ ル コー ス濃度 が低 下 した乳 牛 に対 して血 中 グル コ

ー ス濃 度 を健 常域 に増 加 させ た場 合のLH分 泌 の変 動 を観 察 したもの で、 ラ ッ

トや 羊 で 報 告 されて いる イ ンス リンや グル コ ース利 用 阻 害剤 (2-デ オ キ シ-D-

グル コー ス) を用 い た方 法 に よ る低 血糖 状 態 あ る いは脳 の グル コース利 用 阻害

で認 め られ て い るLH分 泌 の抑 制 (Nagatani, 1996、Funston, 1995、Clarke,

1990) とは本 質 的 には 異 な る 。 しか しなが ら、本 実験 の 結果 か らも血 中 グル

コ ース濃 度 が低 下 して いる場 合 に はLH分 泌 は抑制 され 、血 中 グル コース濃 度

を増加 させ る と抑 制 が解 除 され る ことか ら、血 中 グル コ ース濃度 がLH分 泌 調

節 中枢 に対 す る重 要 な末梢 側信 号 物 質 であ る ことは明 らかで あ る 。

プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル投 与 に よ り血 中 グ ル コ ー ス 濃 度 の 増 加 と と も に 血 中

イ ン ス リ ン 濃 度 も 増 加 し た 。Bucholtzら (Bucholtz, 2000)、Tanakaら

(Tanaka, 2000) やBlacheら (Blache, 2000) は 、 イ ン ス リ ン は グ ル コ ー

ス と協 調 してLH分 泌 調 節 中 枢 に作 用 す る末 梢 側 信 号 物 質 と推 測 して い る 。 ま

た 羊 で は 末 梢 血 中 の イ ンス リ ン濃 度 と脳 脊 髄 液 中 の イ ン ス リ ン濃 度 は正 の相 関

を 示 す と報 告 さ れ て い る が (Tanaka, 2000)、 通 常 血 中 イ ン ス リ ン濃 度 の 増
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加 は血 中 グル コース 濃度 の 増加 に伴 って発現 す る こ とか ら、プ ロ ピ レング リコ

ー ル投 与 に よ り直 接血 中 イ ンス リン濃 度 が増 加 した とは 考 え られ な い。 したが

って 、LH分 泌調 節 中枢 に対 す る末梢 側信 号 物 質 と して は血 中 イ ン シュ リン濃

度 は付 随 的 な もの で血 中 グル コース濃 度 が 重要 と考 え られ る。

以 上 の結 果 、分 娩 後 早期 の エ ネルギ ー バ ラ ンスが 負で 血 中 グル コ ース濃度

が低 い乳牛 に プ ロピ レング リコ ール を投 与 す る と、血 中 グル コース 、 な らびに

イ ンス リ ン濃 度 が増加 し、抑 制 され て いたLH分 泌 反応 が解 除 され た 。血 中 イ

ンス リン濃度 の 増 加 は血 中 グル コ ース濃 度 の増 加 に基 づ くため 、LH分 泌 調節

中枢 に対 す る末 梢側 信 号 物 質 は血 中 グ ル コー ス濃 度 で あ る と考 え られ た。
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(a)

(b)

Fig. 3-4. Plasma glucose (a), FFA (b), and insulin (c) concentrations before (white column) and after

(black column) the ingestion of water or propylene glycol at early postpartum phase in the

Holstein dairy cows. Bars represent the mean±SEM. #: Significant difference (P<0.05)

between before and after the ingestion. *: Significant difference (P<0.05) between the water

and the propylene glycol ingestion.
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(a)

(b)

(c)

Fig. 3-5. The mean LH level (a), the number of LH peaks per hour (b), and the amplitude of the LH peaks

(c) before (white column) and after (black column) the ingestion of water or propylene glycol

at early postpartum phase in the Holstein dairy cows. Bars represent the mean±SEM.#:

Significant difference (P<0.05) between befbre and after the ingestion.: Significant difference

(P<0.05) between the water and the propylene glycol ingestlon.
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実験3 FFA投 与 によ る血 中LH濃 度の変動

第2章 の結 果 か ら血 中 グル コース濃 度 と とも に血 中FFA濃 度 もLH分 泌

調 節 中枢 に作 用 す る重 要 な末 梢 側 信 号 物 質 で あ る と考 え られ た 。Grimardら

(Grimard, 1995) は 、分娩 後 の 肉牛 で は1時 間 あ た りのLHパ ルス数 と血 中

FFA濃 度 の 間 には 有 意 な負 の相 関 関係 (P<0.01) が存 在 す る と報 告 して い

る 。 しか しなが ら、エ ネル ギ ー充足 が 満 た されて いる状 態 の雌成 羊 (Estienne,

1989) お よ び エ ネル ギ ー 充足 が 過 剰 な状 態 の性 成 熟前 の雌 子 羊 (Estienne,

1990) で は 、FFAを 点 滴投 与 して もLH分 泌反 応 は抑 制 され ず 、FFA濃 度 の

影 響 を受 けな い。 この よ うに 、血 中FFA濃 度 とLH分 泌 反 応 との 関係 につ い

て は い まだ明確 で は な く、 と くにエ ネル ギ ー充 足 が満 た され て いな い分 娩後 早

期 の乳 牛 に おけ る関係 は不 明 で あ る。 そ こで分 娩後 早 期 の乳 牛 にFFAを 投 与

し、LH分 泌 反 応 との関 連 を検 討 した 。

材料 および方法

供 試 牛

北 海道 農 業 試験 場 畜産 セ ンター にお いて飼 養 されて いる11頭 の ホ ルス タ

イ ン種 経 産牛 を供 試 し、正 常分 娩後 に 、供 試 牛 か ら子牛 を隔離 した 。分娩 後 は

供 試牛 を1日2回 搾乳 した。供 試牛 への飼 料 給与 は毎 日2回 、朝 の搾乳 後 と夜

の 搾乳 前 に実施 し、 日量25～30kgの サ イ レー ジ、5kgの 乾 草 、2kgの ビー

トパ ル プ 、1kgの 圧 扁 大 豆 と濃 厚飼 料 を給 与 した 。濃 厚飼 料 の給 与 量 は分 娩

日に は2kg、 その後10日 間 に1kgず つ給 与 量 を増加 させ た 。分 娩後10日 目

か ら13日 目まで 同量 を給 与 し、そ れ以後 には採 食 量 と日本 飼養 標 準 (1999)

に従 って 濃厚 飼 料 とサ イ レー ジを給 与 した。供 試牛 の 分娩 後13日 目の体 重 は
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636±21kgで 、 同 日 に エ ネ ル ギ ー バ ラ ン ス を 算 定 した(-14.1±1.9

Mcal)。 水 と ミ ネ ラ ル ブ ロ ック は 自 由 摂 取 さ せ た 。

分 娩 後12日 目に 供 試 牛 に 、 三 方 活 栓 (ト ッ プ社 、 東 京) お よ び延 長 チ ュ

ー ブ (LX1-L100、 トッ プ社、 東 京) を 接 続 した カ テ ー テ ル (メ デ ィカ ッ トカ テ

ー テ ル キ ッ ト16G、 メ デ ィカ ッ ト社、 東 京) を 左 右 の 頚 静 脈 へ 装 着 した。 な

お 超 音 波 画 像 診 断 か ら全 て の 供 試 牛 の 卵 巣 に は 黄 体 は 存 在 せ ず 、 血 漿 中 プ ロ ジ

ェ ス テ ロ ン濃 度 は0.23±0.05ng/mLと 低 値 で あ った 。

FFAの 投 与 と検 体 の 採 取

全 供 試 牛 が 初 回 排 卵 よ りも 前 で あ る と予 測 さ れ る 分 娩 後13日 目 のFFA

濃 度 が 安 定 して い る14:00か ら20:30ま で 、 カ テ ー テ ル を用 い て10分 間 隔

で 血 液 検 体 を採 取 した 。 この う ち14:00か ら14:20の 検 体 を投 与 前 期 の 値 と

した 。 つ い で14:30か ら17:30ま で 、250mLの 生 理 食 塩 水 (生 食 群 、n=5)

ま た は250mLのFFA (FFA群 、n=6; Intralipid20、 フ ァル マ シ アAB社 、 ス

トッ ク フ ォ ル ム 、 ス ウ ェ ー デ ン) を 反 対 側 の カ テ ー テ ル を 通 じて ペ リス タ ポ ン

プ (AC2120、 ア トー社 、 東 京) を 用 いて 、Estienneら (Estienne, 1989)

な らび にFilleyら (Filley, 1999) の 報 告 に 基 づ き静 脈 内 に点 滴 投 与 した 。採

取 した 血 液 は そ れ ぞ れ ヘ パ リ ン入 りの 試 験 管 に 入 れ 遠 心 し、血 漿 を分 離 した 。

得 ら れ た 血 漿 はLH、 グ ル コ ー ス 、FFA、 な ら び に イ ンス リン濃 度 の 測 定 まで-

35℃で 保 存 した 。 ま た14:00の 検 体 に つ いて は 血 中 プ ロ ジ ェ ス テ ロ ン濃 度 を

測 定 した 。

測 定

測 定 項 目 はLH、 グ ル コ ー ス 、FFA、 な ら び に イ ン ス リ ン と し、 血 中 グ ル

コ ー ス 、FFA濃 度 は 第2章 と 同 じオ ー トア ナ ラ イ ザ ー を 用 い た 方 法 で 、 血 漿
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中LH濃 度 は 、本 章実 験2と 同 じラ ジ オ イム ノア ッセ イ2抗 体 法 に よ り測 定 し

た 。 ま た、血 中 イ ンス リ ン濃度 は 、本 章 実験2と 同 じ市販 の ラ ジオ イム ノア ッ

セ イキ ッ ト (イ ンス リン栄研 、栄研 化 学 、東 京) を用 いて測 定 した 。

統 計 学 的解 析

投 与前 の両群 (FFA群 と生食群) に つ いて全 検体 の 血 中 グル コース 、FFA、

イ ンス リン濃度 の平 均 を算 出 し、投与 前 の値 と した 。 またFFA群 に つ いては

血 中FFA濃 度 が 生食 群 と比較 して有 意 な高値 を示 す 、FFA投 与 中の3時 間 な

らび に投 与 終 了後2時 間 の計5時 間の 検体 を投 与後 の値 と し (図3-7)、 血 中

グル コー ス 、FFA、 イ ンス リン濃 度 の平 均 を算 出 した。 また生食群 につ いて も

これ に相 当す る5時 間 の血 中 グル コ ース 、FFA、 イ ンス リン濃 度 の平 均 を算 出

した 。FFAと イ ンス リンの デ ー タは個 体 差 が 大 き く、か つ 、濃 度 が高 いほ ど

パ ラ ツキ が大 き い と判 断 され たた め対数 変 換 した上 で以後 の解 析 に用 いた。一

方 、投 与 後 の 各供 試 牛 のLH分 泌反 応 の指 標 と して 平均LH濃 度 、1時 間 あ た

りのLHパ ル ス数 な らび に その振 幅 を、本 章 実験2と 同 様の 方 法 によ り算 出 し

た 。投 与 前 にお け る血 中 グル コ ース 、FFA、 な らび に イ ンス リン濃度 、お よ び

LH分 泌反 応 の 指標 につ いて はT検 定 に よ り群 間 の平 均値 を比較 した 。投与 後

に お け る血 中 グル コース 、FFA、 な らび に イ ンス リン濃度 につ いて は 、個 体 差

を除 去 す るため に投 与 前 の デ ー タを共 変量 と して用 いた共分 散分 析 に よ り解 析

し、投 与 物 の違 いに よ る効果 が認 め られ た場合 に はFisherのPLSD検 定 に よ

り群 間 の平 均値 を比 較 した 。全 て の結 果 は平均 ±標 準誤 差 と して 表示 した 。

結果

投 与 前 の血 中 グル コー ス 、FFA、 な らび に イ ンス リン濃度 に、群 間 に差 は
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認 め られ な か った (図3-8)。 共 分散 分析 の結 果 、FFA投 与 によ り有意 なFFA

濃度 増 加 効 果 が 認 め られ た (P<0.01)。 また 、FFA群 、 生食 群 と もに投 与後

の血 中 グ ル コー ス な らび に イ ンス リン濃 度 いずれ にも有 意 な変動 は認 め られ な

か った 。一 方 、投 与後 の平 均LH濃 度 、1時 間 あ た りのLHパ ルス数 な らび に

そ の振 幅 の いず れ につ いて もFFA群 と生 食群 との間 に有意 な 変動 は認 め られ

な か った (図3-9)。

考察

分 娩後 早期 の エ ネル ギ ー欠乏 状態 で は 、乳牛 は体脂 肪 の動 員 に よ って不 足

エ ネル ギ ー を補 って いる 。Rocheら (Roche, 2000) は体 脂肪 動員 に依 存 し

て い る 日数 と初 回排 卵 日数 との 間 に正 の相 関 関係 が あ る こ とを認 め て い る。 し

か しな が ら、本 実 験 の結 果 、投 与 後 のFFA濃 度 はFFA群 で 生食群 よ りも有 意

に高 か っ たが 、LH分 泌反 応 の指 数 にFFA投 与 に よる変 動 は認 め られ な か った 。

ま た 前 述 した ご と く 、 エ ネ ル ギ ー 充 足 が 満 た さ れ て い る 状 態 の 雌 成 羊

(Estienne, 1989) な らびに エ ネル ギ ー充足 が過 剰 な状 態 の性 成 熟前 の雌 子 羊

(Estienne, 1990) いず れ に お いて も 、FFAの 点 滴投 与 で はLH分 泌反 応 の

変 動 は観 察 され て いな い。 さ らに 、Filleyら (Filley, 1999) は分娩後 の 肉牛

に 対 して長 期 間 のFFA投 与 を実施 して も初 回排 卵 日数 は延長 しな い と報 告 し

て いる 。 さ らに本 章 実 験2の プ ロ ピ レ ング リコー ル投与 時 で は 、血 中 グ ル コ

ー ス濃度 の増 加 な らび にLH分 泌 反 応 の指標 であ る平 均LH濃 度 お よび1時 間

あ た りのLHパ ルス数 の増 加 が観 察 さ れ るに もか かわ らず 、血 中FFA濃 度 は

低 下 を示 さず 変 動 して いな い。

Grimardら (Grimard, 1995) は 、分娩 後 の 肉牛 に お いて1時 間 あ た りの

LHパ ルス数 と血 中FFA濃 度 の間 に負の相 関関係 が あ る と報 告 して い る。 しか
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しな が らエ ネ ルギ ー充 足 度 を表 す血 中 グル コース濃 度 とFFA濃 度 とは負 の相

関 を表 す こ とが明 らかで 、血 中FFA濃 度 は単 にエ ネル ギ ー不 足 の指標 の一 つ

で あ り、LH分 泌 調 節 中枢 に関連 す る末梢 側信 号 物質 とは考 え られ な い。

一 方、in vitroで 精 巣 ラ イデ ィッ ヒ細胞 か らの テ ス トテ ロ ン分 泌 に対 して

FFAは 抑 制 的 な効 果 を有 す る と報告 され て い る (Meikle, 1989)。 この抑 制効

果 は薬 理 学 的 な効 果 とは 考 え られ る が 、FFAが 直 接卵 巣 に お け るス テ ロイ ド

ホ ルモ ン分 泌 を抑 制 す る可 能性 は否定 で きな い。乳 牛 に お け る分 娩後 の初 回排

卵 に この ス テ ロイ ドホ ルモ ン分 泌 抑制 が影響 す る こ とを考 慮 す る必要 は あ るか

も しれ な いが 、血 中FFA濃 度 がLH分 泌調 節 中枢 に作 用 す る とは考 え られ な

い 。

以 上 の結 果 、血 中FFA濃 度 の 変動 は血 中 グル コ ース濃度 の低 下 に対応 す

るも の で 、分娩 後 早 期 の乳 牛 に お け るLH分 泌 調節 中枢 に対 す る末梢 側信 号 物

質 で あ る とは 考 え られ な か った 。
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Fig. 3-8. Plasma FFA (a), glucose (b), and insulin (c) concentrations before (white column) and after

(black column) the treatment with saline or FFA at early postpartum phase in the Holstein dairy

cows. Bars represent the mean±SEM.*: Significant difference (P<0.01) between the

treatment with FFA and saline.#: Significant difference (P<0.001) between before and after

the treatrnent.
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Fig. 3-9. The mean LH level (a), the number of LH peaks per hour (b), and the amplitude of the

LH peaks (c) after the treatment with FFA or saline in the early postpartum Holstein

dairy cows. Bars represent the mean±SEM.
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実 験4 エ ス トロ ジ ェ ン レセ プ タ ー ア ン タ ゴ ニ ス ト投 与 に よ る 血 中LH

濃 度 の 変動

絶 食 に よ るLH分 泌 の 抑 制 は 卵 巣 摘 出 ラ ッ トで は エ ス トロ ジ ェ ン を投 与 し

た 場 合 に の み 生 じる こ と が 知 られ て お り (Cagampang, 1991、Cagampang,

1997)、 血 中 グ ル コ ー ス 濃 度 の 低 下 に よ るLH分 泌 抑 制 機 構 に お け る エ ス トロ

ジ ェ ンの 重 要 性 が 考 え られ て い る (Cagampang, 1991、Cagampang, 1997)。

前 章 まで の 結 果 か ら、 分 娩 後 早 期 の 乳 牛 で は 血 中 グ ル コ ー ス 濃 度 が 低 く、 ま た

LH分 泌 は 抑 制 さ れ た 状 態 で あ っ た 。 タ モ キ シ フ ェ ンは 実 験 動 物 で 一 般 的 に 用

い られ る エ ス トロ ジ ェ ン レセ プ タ ー ア ン タ ゴ ニ ス トで 、 これ まで に反 芻 動 物 に

対 して 用 い た 報 告 は 少 な い が (Jacobs, 1988)、 細 胞 膜 お よ び 核 膜 を通 過 し

て エ ス トロ ジ ェ ン レセ プ タ ー に 結 合 す る脂 溶 性 の 物 質 で あ る 。 そ こ で 絶 食 さ せ

た ホ ル ス タ イ ン種 雌 牛 に つ い て 、 タ モ キ シ フ ェ ン を投 与 し、LH分 泌 の 変 動 を

検 討 した 。

材料 および方法

供 試 牛

北 海道 農 業 試験 場 畜 産 セ ンター にお いて 、飼 養 されて いる29頭 の春 機 発

動 後 の ホ ル ス タ イ ン種 未 経 産牛 (体 重323±4kg, 11ヶ 月齢) を供試 した 。

日本 飼 養 標 準 (1994) に従 って 日量8kgの サ イ レー ジ 、4kgの 乾 草 、3kg

の濃 厚飼 料 を給 与 した (乾 物 約8.5kg、 代 謝 エ ネル ギ ー約18.6Mcal、 粗蛋 白

約479gに 相 当)。 水 は 自由摂取 と した 。

供 試 牛 はLH分 泌反 応 の ば らつ き を最 小 にす るため に 、20mgの プ ロス タ

グ ラ ンジ ン製剤 (ジ ノプラ ス ト、 プ ロナ ル ゴ ンF、 武 田製薬 、大 阪) を11日

50



間隔 で2回 筋 肉内投 与 し、性 周 期 を同期化 させ た 。全供 試牛 を ラ ンダム に2群

に分 け 、 絶 食 処 置 (絶 食 群 、n=14) あ る い は飼 料 給 与 (給 餌 群 、n=15) と

し、絶食 は性 周 期 の排 卵 日か ら排卵 後4日 目までの4日 間 と した。 な お この期

間 は排卵 後4日 間 が性 周 期 中で も っ ともLH分 泌 反 応 が活発 であ る とい う報 告

(Walters, 1984) に基 づ いて決 定 した 。

排 卵 後3日 目 に供 試 牛 に 、三 方 活 栓 お よ び延 長 チ ュ ーブ (LX1-L100、 ト

ップ社 、東京) を接 続 した カテ ーテ ル (メ デ ィカ ッ トカテ ーテ ル キ ッ ト14G、

ア ー ガ イル社 、東 京) を頚 静脈 へ 装着 した 。

検 体 の 採取

排 卵後4日 目の10:00か ら14:00ま で 、カ テ ーテ ル を用 いて10分 間 隔

で 血液 検体 (投 与 前 検 体) を採 取 した。14:00に 各 群 の供 試 牛 を さ らにラ ン

ダム に細 分 した 。す なわ ち 、生理 食塩 水 (1.5mL)、 エ タ ノー ル (1.5mL)、

あ る いは1.5mLの エ タ ノール に溶解 した35mgの タモ キ シ フ ェ ン (T-5648、

シグ マケ ミカ ル社 、セ ン トル イス 、米 国) 投 与群 と し、 それ ぞれ カ テ ーテ ルか

ら数 秒 で投 与 した (生 理 食 塩水 を投 与 した絶 食群 は4頭 、 その他 の群 は 全て5

頭)。 投 与 後 、引 き続 きカテ ーテ ル を用 いて10分 間 隔で投 与 後4時 間 まで の

血液 検 体 (投 与 後 検体) を採取 した 。採取 した血 液 は そ れ ぞれヘ パ リン入 りの

試験 管 に入 れ 遠心 分 離 し、血漿 はLHの 測定 まで-35℃で 保 存 した 。投与 前 の

最初 の 検体 は血 中 グル コース濃 度 の測 定 に も用 いた 。

測 定

血 漿 中LH濃 度 は 、 ク ロ ラ ミ ンT法 で 標 識 した125I牛LH (UCBバ イオ プ

ロ ダ ク ト社 、 ブ リ ュ ッセ ル 、 ベ ル ギ ー) と抗 牛LH抗 体 (UCBバ イオ プ ロ ダ ク
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ト社) お よ び当研 究室 で作 製 した抗 ウサ ギ γグ ル ブ リン羊血 清 を用 いた ラ ジオ

イム ノア ッセ イ2抗 体 法 で測 定 した 。血 中 グル コ ース濃度 は 、オ ー トアナ ラ イ

ザ ー を用 いて測 定 した。

統 計学 的 解析

各 供 試牛 の投 与前 と投 与後 それ ぞ れ にお け るLH分 泌反 応 の指標 と して平

均LH濃 度 、1時 間 あ た りのLHパ ル ス数 な らびに その振 幅 を本 章 実験2と 同

様 の 方法 で 算 出 した 。投 与 前 のLH分 泌 反応 の 指標 と血 中 グル コ ース濃度 に つ

いて は絶 食群 と給餌 群 との 間 の違 い をT検 定 によ り解 析 した 。 また6群 それ

ぞ れ に お いて投 与 前後 のLH分 泌反 応 の指 標 の 変動 をpaired T検 定 によ り解

析 した 。つ いで 、投 与後 に おけ るLH分 泌反 応 の指 標 に つ いて は個 体 差 を除去

す るため に投与 前 の デ ー タ を共 変量 と して用 いた共 分散 分析 に よ り、絶 食 と給

飼 の違 いに よ る効 果 (絶 食 効果)、 投与 物 の違 いによ る効果 (投 与 物差 効果)、

な らびに絶 食 効 果 と投 与 物 差効 果 の 間の 交互 作 用 を解析 した 。全 ての 結果 は 平

均 ±標 準 誤 差 と して 表 示 した 。

結果

投 与 前 で は 、 絶 食 群 の 血 中 グ ル コ ー ス 濃 度 は 給 餌 群 に 比 べ 有 意

(P<0.001) に低 か った が 、その差 は 小 さ く約5%低 下 しただ けで あ った (図

3-10)。 ま た投 与 前 のLH分 泌 反 応の 指標 で あ る平 均LH濃 度 、1時 間 あ た り

のLHパ ルス数 な らび にそ の振 幅 いず れ に も絶 食群 と給飼 群 の 間 に差 は認 め ら

れ なか った (図3-11)。

図3-12に 給飼 下 の 牛群 に おけ る生 食 、エ タ ノール 、あ る いはエ タ ノール

に溶解 した タモ キ シ フ ェ ンの投 与 前後 の平 均LH濃 度 、1時 間あ た りのLHパ
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ル ス数 な らび にそ の振 幅 を示 した。給餌 下で は エ タ ノー ル投 与群 と生 食投 与群

との 間 で 、平 均LH濃 度 な らびに振 幅 に差 は認 め られ なか ったが 、投与 後 の エ

タ ノ ール投 与群 がLHパ ル ス数 で 有 意 (P<0.05) な低 値 を示 した 。 また エ

タ ノ ール投 与群 の1時 間 あ た りのLHパ ルス数 の 投与 前後 の比較 で も投 与後 の

LHパ ル ス数 が有 意 (P<0.05) な低 値 を示 した 。 タモ キ シ フ ェ ン投 与群 で

は 生食 投 与群 との比 較 で も 、投 与 前後 を比 較 して も有 意 な 変動 は認 め られ な か

った 。

一 方、 絶 食 下 の牛 群 で は、 エ タ ノール投 与群 と生 食投 与群 との間 で1時 間

あ た りのLHパ ル ス数 (P<0.01) な らび に その振 幅 (P<0.05) でエ タ

ノー ル投 与 群 が有 意 な低値 を示 した (図3-13)。 また投 与 前後 の比 較 で は エ

タ ノー ル投与 群 の み で 、投 与後 の平均LH濃 度 、1時 間 あ た りのLHパ ル ス数

な らび に その振 幅 いず れ も有意 な低 値 を示 した。一 方 、 タモ キ シ フェ ン投 与群

で は生 食投 与 群 との比 較 で も 、投与 前 後 を比 較 して も有 意 な変 動 は認 め られ な

か っ た。

す なわ ち 、 エ タ ノ ール投与 に よ り給 飼 下 の牛群 では1時 間 あ た りのLHパ

ル ス数 が 、絶 食 下の 牛群 で は 、平均LH濃 度 、1時 間 あ た りのLHパ ルス数 な

らび にそ の振 幅 が有 意 に低 下 し、LH分 泌反 応 が抑 制 され た。一 方 、給餌 下 と

絶 食 下 いずれ にお いて も タモ キ シ フ ェ ン投与 群 で は平 均LH濃 度 、1時 間 あ た

りのLHパ ル ス数 、な らびに その振 幅 いず れ にも変 動 は認 め られ な か った 。
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考察

単 胃動 物 に お いて はエ タ ノー ルの投 与 でLH分 泌 反 応 の抑制 が認 め られ て

お り、 この 抑制 はエ タ ノー ルのLH分 泌調 節 中枢 へ の直接 的 な作 用 と考 え られ

て いる (Canteros, 1995、Nyberg, 1993)。 本 実験 の結 果 、エ タ ノール投 与

で 、 と くに絶食 下 の 牛群 でLH分 泌 反 応 の指標 であ る平 均LH濃 度 、1時 間あ

た りのLHパ ル ス数 な らび に その振 幅 が有 意 に低 下 し、エ タ ノ ール によ るLH

分 泌抑 制 が反 芻動 物 に も存 在 す る と考 え られ た 。 またそ の抑制 は血 中 グル コー

ス濃 度 が低 下 す る と増 強 され る と推測 され た 。反鋼 動 物 で は、絶 食 に よ る血 中

グ ル コ ー ス濃 度 の低 下 の 度 合 いは 単 胃 動 物 に 比 較 して低 い と さ れ (Martin,

1973、Sasaki, 1974)、 本 実験 で も約5%の みの低 下 で あ った 。 また絶 食 に

よ りLH分 泌反 応 の指 標 (平 均LH濃 度 、1時 間 あ た りのLHパ ルス数 な らび

に その振 幅) に差 は認 め られ なか った 。 したが って 、分 娩後 早期 の乳牛 に認 め

られ るLH分 泌反 応 の 抑制 には育 成 牛 の血 中 グル コー ス濃度 の低 下 の度 合 か ら

考 えて 、血 中 グル コ ース濃 度 が50%程 度低 下 す る ことが 必要 と思 わ れ る。一

方 、給 餌 下 で は軽 微 で あ るが 絶食 下 で は著 しい、エ タ ノ ール によ るLH分 泌 抑

制 は エ ス トロ ジェ ン レセ プ タ ーア ンタ ゴニ ス トで あ る タモ キ シフ ェ ンに よ って

解 除 され た 。 した が って乳 牛 に お け る末 梢側 信 号物 質 と考 え られ る血 中 グル コ

ー ス濃 度 の低 下 に よ りLH分 泌 抑制 が発現 す る機 構 に対 す るエス トロジ ェ ンの

関 与 が示 唆 され た 。

エ タ ノール の投 与 で は卵 巣 か らの エ ス トロジ ェ ン分 泌 や血 中 エス トロジェ

ン濃度 の 変動 は認 め られ て お らず (Teoh, 1988)、 エ タ ノール は直 接LH分 泌

調節 中枢 に作 用 してLH分 泌 を抑 制 す る と考 え られて いる (Cicero, 1982、

Ellingboe, 1987)。 しか しな が ら、LH分 泌 調節 に密接 な関係 があ る と され る

視 床 下 部 弓状 核 には エ ス トロ ジ ェ ン レセ プ ター を有す るオ ピオ イ ド産 生 ニ ュー

54



ロ ンが存 在 す る (Lehman, 1993)。 また前述 した ご と く絶 食 下 の卵 巣摘 出 ラ

ッ トに認 め られ るLH分 泌 抑 制 は エス トロジ ェ ンを投 与 した場 合 にの み 生 じる

が 、同 ラ ッ トで オ ピオ イ ドレセ プ タ ーア ンタ ゴニス トを投与 した場 合 に認 め ら

れ るLH分 泌 の 抑 制 解 除 も エ ス トロジ ェ ン投 与 した場 合 に の み 観 察 され る

(Cagampang, 1991、Cagampang, 1997、Nagatani, 1994)。 したが って

絶 食 下 の ラ ッ トに お け る血 中 グル コース濃 度 に よ るLH分 泌 抑制 につ いて は オ

ピオ イ ド産 生 ニ ュー ロンを介 したLH分 泌 調節 中枢 を考 慮 す る必要 が あ る と考

え られ る 。

以 上 の結 果 、分娩 後 早 期 の乳 牛 に認 め られ る血 中 グル コ ース濃度 の低 下 に

とも な うLHの 分 泌 抑制 に はエ ス トロ ジェ ンが何 らかの作 用 を有 して い るもの

と推測 さ れ た 。
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Fig. 3-10. Plasma glucose concentration in the Holstein heifers. Bars

represent the mean±SEM.*: Significant difference (P<

0.001) between non-starvation and starvation groups.
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(a)

(b)

(c)

Fig. 3-11. The mean LH level (a), the number of LH peaks per hour (b), and the

amplitude of the LH peaks (c) in the Holstein heifers with or without

starvadon. Bars represent the mean±SEM.
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(a)

(b)

(c)

Fig. 3-12. The mean LH level (a), the number of LH peaks per hour (b), and the amplitude of the LH

peaks (c) before (white column) and after (black column) the treatment with saline

(Saline), ethanol (EtOH) or tamoxifen dissolved in ethanol (Tamoxifen) in the Holstein

heifers without starvadon. Bars represent the mean±SEM.*: Significant difference (P<

0.05) compared to saline group.#: Significant difference (P<0.05) between before and

after the treatment.
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(a)

(b)

(c)

Fig. 3-13. The mean LH level (a), the number of LH peaks per hour (b), and the amplitude of the LH

peaks (c) before (white column) and after (black column) the treatment with saline
(Saline), ethanol (EtOH) or tamoxifen dissolved in ethanol (Tamoxifen) in the Holstein

heifers with starvation. Bars represent the mean±SEM.*: Significant difference (P<

0.05) compared to saline group.# and ##: Significant difference (P<0.05 and P<0.01,

respectively) between before and after the treatment.
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実 験5 オ ピ オ イ ドレセ プ タ ー ア ン タ ゴ ニ ス ト投 与 に よ る血 中LH濃 度

の 変 動

ラ ッ トで は 絶 食 に よ るLH分 泌 の 抑 制 は オ ピオ イ ドレセ プ タ ー ア ン タ ゴニ

ス トの 投 与 に よ り観 察 され な くな り (Cagampang, 1991、Cagampang, 1997、

Dyer, 1985)、 血 中 グ ル コ ー ス 濃 度 の 低 下 に と も な うLH分 泌 抑 制 に は オ ピオ

イ ド依 存 性 のLH分 泌 調 節 中 枢 が 推 定 さ れ て い る 。 ま た ラ ッ トの 組 織 学 的 な研

究 で 、脳 内 のGnRHニ ュ ー ロ ン は オ ピ オ イ ドレセ プ タ ー保 有 細 胞 に 周 囲 を囲

ま れ 、 シ ナ プ ス 結 合 さ れ て い る と考 え られ て い る (Sannella, 1997)。 分 娩 後

でLH分 泌 抑 制 の 認 め られ る 乳 牛 に つ い て 、CanfieldとButler (Canfield,

1991) は 、作 用 時 間 の 短 い ナ ロキ ソ ン を比 較 的 低 量 点 滴 投 与 した 場 合 に はLH

分 泌 の 抑 制 の 解 除 は 認 め ら れ な い と 報 告 し て い る が 、Ahmadzadehら

(Ahmadzadeh, 1998) は 、 大 量 の ナ ロ キ ソ ン の 静 脈 内 投 与 で は 、 投 与 後 に

血 中LH濃 度 が 増 加 す る こ と を認 め て お り 、分 娩 後 早 期 の 乳 牛 に お け る オ ピオ

イ ド依 存 性 のLH分 泌 調 節 中 枢 に つ い て は 一 定 の 見 解 が得 られ て い な い 。

ナ ル トレキ ソ ン は作 用 時 間 の 長 い オ ピオ イ ドレセ プ タ ー ア ン タ ゴ ニ ス トで

あ る (Meijs-Roelofs, 1989)。 そ こで 、 分 娩 後 早 期 の 乳 牛 に ナ ル トレ キ ソ ン

を 静 脈 内 投 与 し、血 中 グ ル コ ー ス 濃 度 の 低 下 に 関 連 す る オ ピオ イ ド依 存 性 のLH

分 泌 調 節 中 枢 に つ い て 検 討 した 。

材料 および方法

供試牛

北海道農業試験場畜産 セ ンターにおいて飼養 されている10頭 のホルスタ

イン種経産牛 を供 試 し、正常分娩後に子牛 を隔離 した。供試牛の分娩後9日
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目の体 重 は646±66kg、305日 乳 量 は9387±580kgで あ った。分娩

後 は供 試牛 を1日2回 、朝 お よ び夜 に搾 乳 した。供 試牛 への飼 料給 与 は毎 日2

回 、朝 の 搾乳 後 と夜 の搾 乳 前 に 実施 し、 日量25～30kgの サ イ レー ジ 、5kg

の乾 草 、2kgの ア ル フ ァル フ ァペ レッ ト、2kgの ビー トパ ルプ 、1kgの 加熱

大 豆 と濃 厚飼 料 を給 与 した 。濃 厚飼 料 の 給与 量 は分 娩 日には3kg、 その後6

日間 に1kgず つ給 与 量 を増加 させ た 。分 娩後6日 目以 降 は採食 量 と 日本飼 養

標 準 (1999) に従 って 濃 厚飼 料 とサ イ レージ を給与 した。水 と ミネ ラル ブ ロ

ックは 自由摂取 させ た。

分 娩 後9日 目 に供 試 牛 に 、三 方活栓 (ト ップ社 、東 京) お よ び延長 チ ュ

ー ブ (LX1-L100、 トップ社、 東 京) を接続 したカ テ ーテ ル (メ デ ィカ ッ トカテ

ーテ ル キ ッ ト16G、 メデ ィカ ッ ト社、 東京) を頚静 脈 へ 装着 した。 な お超 音

波 画 像 診 断 か ら分 娩後9日 目の供 試 牛 の卵 巣 に は黄体 は存在 せ ず 、分娩 後9

日目の血 漿 中 プ ロ ジェス テ ロ ン濃度 は0.32±0.06ng/mLと 低 値 で あ った 。

検体の採取

カ テ ーテ ル装着 後 、分娩 後10日 目の10:00か ら14:00ま で 、カ テ ーテ

ル を用 いて10分 間 隔 で血 液検 体 (投 与 前検 体) を採 取 した 。14:00に10mL

の 生理 食 塩水 (対 照群 、n=5) または10mLの 生理 食塩 水 に溶解 した300mg

の ナル トレキ ソ ン (N-3136、 シ グマケ ミカル社 、セ ン トル イス 、米 国) をカ

テ ーテ ル か ら静脈 内投 与 した (ナ ル トレキ ソ ン群 、n=5)。 また投 与後 、カ テ

ーテ ル を用 いて10分 間 隔 で投 与後5時 間 までの血 液 検体 (投 与 後検 体) を採

取 した 。採取 した血 液 は それ ぞ れヘ パ リン入 りの試 験管 に入 れ遠 心 し、血 漿 を

分 離 した。得 られ た血 漿 はLH濃 度 の測 定 まで-35℃で 保 存 した 。 また10:00

の 検 体 に つ いて は血 中 プ ロジ ェ ステ ロ ン濃 度 を測 定 し、13:00の 検 体 につ い

て は 血 中 グル コー ス濃 度 を測 定 した 。
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測定

血 中LH濃 度 は 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ2抗 体 法 に よ り測 定 した 。 測 定 に

は125｜標 識 した 牛LH標 準 品 と抗 羊LH抗 体 (AFP11743BとAFP192279、

NIDDKナ シ ョナ ル ホ ル モ ン&下 垂 体 プ ロ グ ラ ム 、 カ リフ ォ ル ニ ア 、 米 国) お よ

び 当 研 究 所 で 作 成 し た抗 ウサ ギIgG山 羊 血 清 を用 い た 。 血 中 グ ル コ ー ス 濃 度

は 、 電 極 法 (プ レシ ジ ョ ンQID、 メ デ ィセ ン ス社 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 、 ア メ リ

カ) で 測 定 した 。

統計学的解析

各供 試 牛 の 投与 前 と投 与 後 そ れ ぞれ に おけ るLH分 泌反 応 の指標 と して平

均LH濃 度 、1時 間 あ た りのLHパ ルス数 な らびに その振 幅 を本 章 実験2と 同

様 の 方法 で算 出 した 。群 間 お よび投 与前 後 間 のデ ータ を反 復 測定 分散 分析 とT

検定 に よ り解 析 した 。 また 、全 ての 結果 は平均 ±標 準 誤 差 と して表 示 した 。

結果

図3-14に 示 した ご と く、投与 前 の血 中 グル コ ース濃度 にナ ル トレキ ソ ン

群 と生 食群 との 間 に は差 は認 め られ なか った が 、 いずれ も これ まで の結 果 と同

様血 中 グ ル コ ース濃 度 は低 値 を示 した。 図3-15に ナ ル トレキ ソ ン投与 前 後 に

お け る血 中LH濃 度 の典 型 的 な変 動 を示 した。投 与 前のLH分 泌 反応 の 指標 (平

均LH濃 度 、1時 間 あ た りのLHパ ル ス数 な らびに その振 幅)、 いず れ にも ナ

ル トレキ ソ ン群 と生 食群 との 間 に差 は 認 め られ な か った (図3-16)。 投 与 前

後 の 比較 で は 、生食 群 で は 、LH分 泌反 応 の指 標 いずれ に つ いて も投与 前後 で

有 意 な 変動 は観 察 され な か った。一 方、 ナ ル トレキ ソ ン群 ではLHパ ルス の振
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幅 に 変 動 は認 め られ な か ったが 、投与 前 で は1時 間 あ た りのLHパ ルス数 は

0.75回 で あ るの に対 し、投 与後 で は1.20回 と増加 し、 またそ の ピーク濃度

も高 く、平 均LH濃 度 と1時 間 あ た りのLHパ ルス数 も有意 に増 加 した 。

考察

分 娩 後 のLH分 泌 反 応 が 抑 制 さ れ た 状 態 の 豚 (Barb, 1986)、 羊 (Gregg,

1986)、 肉 牛(Cross, 1987、Whisnant, 1986、Rund, 1989) に オ ピ オ イ

ド レセ プ タ ー ア ン タ ゴ ニ ス トで あ り作 用 時 間 の 短 い ナ ロ キ ソ ン を 投 与 す る と

LH分 泌 の 抑 制 が 解 除 さ れ る こ と が 認 め られ て い る 。 しか しな が ら こ れ らの 供

試 動 物 は いず れ も 哺 乳 さ せ て い る た め 、 血 中 グ ル コ ー ス 濃 度 の 低 下 に と も な う

LH分 泌 抑 制 ば か りで な く子 畜 の 吸 乳 刺 激 に よ るLH分 泌 の 抑 制 に対 す る オ ピ

オ イ ド レセ プ タ ー ア ン タ ゴニ ス トの 投 与 効 果 を観 察 した 結 果 と な る 可 能 性 を 考

慮 しな け れ ば な ら な い (Tsukamura, 1992)。

本実 験 の 結果 、哺 乳刺 激 を除外 した分 娩後 早 期 で血 中 グル コース濃 度 の低

下 した乳 牛 にナ ル トレキ ソ ンを静脈 内投 与 す る と平均LH濃 度 が増 加 す る と と

も に 、1時 間 あた りのLHパ ル ス数 が 有意 に増 加 す る ことが明 らかに な った 。

前 述 した如 く、CanfieldとButler (Canfield, 1991) は分 娩 後 のLH分 泌の

抑 制 され た乳 牛 に作 用 時 間の短 いナ ロキ ソ ンを投与 した場 合 、少量 の投与 では

LH分 泌 反 応 に 変 化 は 認 め られ な い と報 告 して い る が 、Ahmadzadehら

(Ahmadzadeh, 1998)は 、大 量投 与 でLH濃 度 が増 加 す る と して いる 。本

実 験 にお け るナ ル トレキ ソ ンの投与 量 は 少量 で あ るが 、平均LH濃 度 の増加 な

らびにLHパ ル ス数 の 増加 が認 め られ 、 この違 いは お そ ら くは投 与 した薬剤 の

作 用 時 間の 差 に よ る もの と推 測 され る。 したが って 、 オ ピオ イ ドレセ プ ター ア

ン タ ゴ ニ ス トの 投 与 は基 本 的 に は血 中 グ ル コ ース 濃度 の低 下 に よ り発 現 した
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LH分 泌 の抑 制 を解 除 す る と考 え られ る。 また、 ヒ トで は拒食 症 あ る いは摂 食

障害 の 女性 で体 重 減 少 ととも に無 月経 症 が発 現 す る 。 この 患 者 にナ ル トレキ ソ

ンを投与 す る と平均LH濃 度 とLHパ ル ス数 が増 加 し、月経 周 期 が再 帰 され る

と報 告 されて い る (Genazzani, 1995)。 した が って 、分娩 後 早期 の乳 牛 に お

いて も 、 この よ うな患 者 と同様 に血 中 グル コ ース濃度 の低 下 に とも な ってオ ピ

オ イ ドを介 したLH分 泌 調節 中枢 の調 節 、 す なわ ちLH分 泌 抑制 が発現 して い

る もの と考 え られ る 。

本 実験 の結 果 か らは 、乳牛 の脳 内 に おけ るオ ピオ イ ドの産 生部 位 や作 用 部

位 は不 明 で あ る 。Leshinら (Leshin, 1991) は オ ー トラ ジオ グラ フ ィー法 を

用 いて 培養 した 肉牛 の視 床 下部 組 織 に は標 識 オ ピオ イ ドレセ プ タ ーア ンタゴニ

ス トが結 合 す る こと を報 告 し、 オ ピオ イ ドの作用 部 位 は視 床下 部 で あ る と推測

して いる 。 またLehmanとKarsch (Lehman,1993) な らびにSannellaと

Petersen (Sannella, 1997) は 免疫 染 色 法 やin situハ イブ リダ イゼ ー シ ョ

ン法 を用 いた結 果 か ら、ラ ッ トや羊 で はGnRHニ ュー ロ ンが存 在 し、 また そ

の近 傍 に オ ピオ イ ド産 生 ニ ュー ロンが存 在 す る こ と、 さ らにGnRHニ ュー ロ

ンは オ ピオ イ ドレセ プ タ ー保 有 ニ ュ ー ロ ンに周 囲 を囲 まれ シナ プス結 合 して い

る こ とか ら、視 床 下部 弓状核 がLH分 泌 調節 中枢 で は な いか と考 えて いる 。乳

牛 に お け るLH分 泌調 節 中枢 の脳 内の 存在 部位 に つ いては 、分 娩後 早期 の 乳牛

に認 め られ るLH分 泌 調節 抑 制機 構 を解 明す る上 で今 後 検討 す べ き課題 で あ り、

今 後 の研 究 が必 要 で あ る。

以 上 の結 果 、分 娩後 早 期 の乳 牛 に お いて は 、血 中 グル コ ース濃度 の低 下 に

とも な うLH分 泌 抑制 には オ ピオ イ ドが関与 す るもの と推 測 され た 。
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Fig. 3-14. Plasma glucose concentrations before the treatment with saline

(Saline) or naltrexone (Naltrexon) at early postpartum phase in
the Holstein dairy cows. Bars represent the mean±SEM.
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(a)

(b)

(c)

Fig. 3-16. The mean LH level (a), the number of LH peaks per hour (b), and the

amplitude of the LH peaks (c) before (white column) and after (black
column) the treatment with saline (Saline) or naltrexone (Naltrexone) at

early postpartum phase in the Holstein dairy cows. Bars represent the mean

±SEM.: Significant difference (P<0.05) between befbre and after the

treatment.
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小括

分 娩後 初 回排 卵 に関 連 す る血 中マ ーカ ーの 検討 結 果 か ら、血 中 グル コース

な らび にFFA濃 度 がLH分 泌調 節 中枢 の 末梢 側信 号 物質 と考 え られ た。 しか

しな が ら、 グル コ ース あ る いはFFAがLH分 泌 に どの よ うな影 響 を及 ぼ して

いる かは 不 明 で あ る。 また分 娩 後 早期 の 乳牛 にお け るLH分 泌 反 応 につ いて も

末 梢 側 信 号物 質 な らび にLH分 泌調 節 中枢 の観 点 か らは検 討 され て い な い。そ

こ で 、 ま ず 分 娩 後 早 期 の 乳 牛 に つ い て 、 性 腺 刺 激 ホ ル モ ン放 出 ホ ル モ ン

(GnRH) 投 与 に よ る分 泌 反 応 を、 つ いで糖 源 性 物 質 と知 られ る プ ロ ピ レ ング

リコ ール投 与 に よ るLH分 泌反 応 の 変動 、さ らにFFA投 与 に よる影響 につ い

て 検 討 した 。一 方 、絶 食 ラ ッ トにお け るLH分 泌 の抑 制 で はオ ピオ イ ド依 存性

やエ ス トロ ジェ ン依存 性 のLH分 泌調節 中枢 の存 在 が示 唆 され て い る こ とか ら、

乳 牛 にエ ス トロジ ェ ン レセ プ タ ーア ンタ ゴニス トな らび にオ ピオ イ ドレセ プタ

ーア ンタ ゴ ニス トを投 与 し、LH分 泌反 応 に つ いて検 討 した。

1) GnRH投 与 によ るLH分 泌反 応

分 娩 後 の乳 牛 にお け るLHの 分 泌 反応 につ いて 、分 娩後10日 群 (全例初

回 排卵 前)、 分 娩 後30日 群 (初 回排卵 前 、な らびに初 回排 卵後)、 分 娩後60

日群 (全 例初 回排 卵後) の4群 にそれ ぞれ分 娩後10日 、30日 な らびに60日

目にGnRHを 投与 し、投 与後 の最 高LH濃 度 (以 下 、pLH) な らび に 、投 与後

8時 間 まで のLH放 出反 応 曲線 とX軸 に囲 まれ る面積 (以 下 、 ΣLH) を算 出

し検 討 した 。10日 群 に おけ るpLHと ΣLHは 、他 の3群 に較 べ て有 意 (P<0.05)

に低 く、 またエ ネル ギ ー充足 率 な らび に グル コー ス濃度 も、他群 に較 べて 低 か

った。 またGnRH投 与 が初 回排卵 前 で あ った分 娩後10日 群 と初 回排卵 前 の分

娩後30日 群 の 全例 ではGnRH投 与 後数 日以 内 に排卵 した。 したが って 、卵 巣

は分 娩 後 早 期 で あ って もLH放 出 が起 これ ば排 卵 が可 能 で あ る こ とが明 らか と
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な った 。す なわ ち分娩 後 早 期 の泌 乳牛 で は 、LH分 泌 が抑 制 され て お り、 また

この抑 制 は血 中 グル コース濃 度 に関連 す る と考 え られ た 。

2) プ ロ ピ レ ングル コ ール投 与 によ る血 中LH濃 度 の変 動

プ ロ ピ レン グル コ ール は糖 源性 物 質 と して牛 に投 与 され る。 そ こで生理 的

な状 態 で血 中 グル コース濃 度 を増 加 させ る方 法 と して プ ロピ レングル コール を

経 口投 与 し、投与 後 のLH分 泌 につ いて検討 した。す なわ ち分娩 後9日 目の初

回排 卵 前 の 乳 牛 に プ ロ ピ レ ング リコ ール を経 口投 与 し、LH分 泌 反応 の 指標 で

あ る平均LH濃 度 、1時 間 あ た りのLHパ ル ス数 な らび に その振 幅 を投 与前 後

で比 較 した。 また血 漿 グ ル コ ース 、FFA、 イ ンス リン濃 度 も測 定 した。 プ ロピ

レング リコー ル群 の投 与 後 の平 均LH濃 度 とLHパ ル ス数 は投 与前 に比較 して

有 意 (P<0.05) に高 く、 また投 与 後 の 血 中 グル コ ース濃 度 とイ ンス リン濃度

も増 加 した が 、FFAの 濃度 に 変化 は 認 め られ なか った 。 したが って 分娩 後 早

期 の 乳牛 で はLH分 泌 が抑 制 され て お り、 その抑 制 の解 除 には血 中 グル コ ース

濃度 が関 与 す る と考 え られ た 。

3) FFA投 与 に よ る血 中LH濃 度 の変 動

分 娩後 早 期 の乳 牛 で増 加 して いるFFA濃 度 も初 回排 卵 日数 に 関連 す る と

推測 され たた め 、分 娩後13日 目の初 回排 卵前 の乳牛 にFFAを 静脈 内投 与 し、

LH分 泌反 応 の 変動 につ いて 検討 した。FFA投 与 中の血 中FFA濃 度 は有 意 な高

値 を示 した が 、平 均LH濃 度 、1時 間 あた りのLHパ ルス数 な らび にその振 幅

の いず れ に つ いて も差 は認 め られ な か った 。 また血 中 グル コース な らび に イ ン

ス リン濃 度 に もFFA投 与 によ る影 響 は認 め られ な か った 。 したが って 分娩 後

早期 の 乳牛 に認 め られ るLH分 泌の 抑制 には 、血 中FFA濃 度 は関与 して い な

い こ とが 明 らか とな った 。

4) エ ス トロジ ェ ン レセ プタ ーア ンタ ゴニ ス ト投 与 によ る血 中LH濃 度 の 変動

絶 食 ラ ッ トに認 め られ るLH分 泌 抑 制 はエ ス トロジェ ン依 存性 のLH分 泌
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調 節 中枢 を介 す る こ とが知 られて いる 。そ こで正 常 給餌 下 と絶 食下 の雌 の 未経

産 牛 に 対 して エ ス トロジ ェ ン レセ プ タ ーア ンタ ゴニ ス トで あ る タモキ シフ ェ ン

を極 微 量の エ タ ノー ル に溶解 して静 脈 内投 与 し、LH分 泌反 応 を検討 した。絶

食 の み では 血 中 グル コ ース濃度 は軽度 低 下 す る もの のLH分 泌反 応 の抑 制 は認

め られ なか った 。一 方 、溶剤 と した極 微 量 の エ タ ノール投 与 に よ ってLH分 泌

は抑 制 され 、 この 抑制 は給餌 下 よ りも絶 食 下 で強 く発 現 した。 また この 抑制 は

タモ キ シ フ ェ ン投 与 に よ って解 除 され た 。 したが って 、分 娩後 早期 の乳牛 に認

め られ る血 中 グル コー ス濃度 の 低 下 に とも な うLHの 分 泌抑 制 にはエ ス トロジ

ェ ンが何 らかの作 用 を有 して い るもの と推 測 され た 。

5) オ ピオ イ ドレセ プ タ ーア ンタ ゴニス ト投与 に よ る血 中LH濃 度 の 変動

絶 食 ラ ッ トに認 め られ るLH分 泌 抑制 はオ ピオ イ ド依存 性 のLH分 泌調 節

中枢 を介 す る ことも示 唆 され て いる 。そ こで分 娩後10日 目の 乳牛 に持 続 型 オ

ピオ イ ドレセ プタ ーア ンタ ゴニ ス トで あ るナ ル トレキ ソ ンを投与 し、LH分 泌

反 応 を検 討 した 。投与 前 の 平均LH濃 度 とLHパ ルス数 に群 間の 差 は認 め られ

な か った が 、ナ ル トレキ ソ ン投 与後 、平 均LH濃 度 とLHパ ルス数 の 有意 な増

加 が認 め られ た 。 した が って 、分娩 後 早期 の 乳牛 で は血 中 グル コース 濃度 の低

下 に ともな うLH分 泌抑 制 には オ ピオ イ ドが関 与 す る もの と推 測 され た。

以 上 の結 果 か ら、分 娩 後 早期 の乳 牛 で はエ ネル ギ ー不 足 がLH分 泌 を抑 制

し、分娩 後 の 初 回排 卵 までの 日数 が遅延 す る ことが 明 らか とな った。 また その

LH分 泌 抑制 に関 連 す る末梢 側 信号 物 質 は血 中 グル コ ース濃度 で あ る ことも明

らか と な った 。 さ らに末 梢側 信 号 物 質 に よるLH分 泌調 節 中枢 は エ ス トロジ ェ

ンな らび に オ ピオ イ ドが関与 して いる と推 測 され た 。
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第4章

総括な らびに結論

71



ホ ル ス タ イ ン種 の 高 泌 乳牛 で は そ の繁 殖 効 率 を高 め るた め 、分 娩 間 隔 を

短 縮 させ る ことが求 め られ て い る。 またその た め には分 娩後 の初 回排卵 を遅延

させ な い こ とが 重要 と考 え られ て いる。乳 牛 で は分 娩後 早期 に急激 な乳 量 の増

加 が起 きる一 方 で 、 それ を補 う必要 量 の飼 料 を十 分 に摂 取 で きな いため に大部

分 の乳 牛 は著 しいエ ネル ギ ー欠 乏状 態 に あ る。 また分 娩 後早 期 の負 の エ ネル ギ

ー状態 が分 娩 後 の初 回排 卵 まで の 日数 に影 響 す る ことも知 られ て い る。 近 年、

血 中に は生 体 の エ ネ ルギ ー充 足度 を表 す末 梢側 信 号物 質 が存 在 し、その 末梢 側

信 号 物 質 の濃 度 変 化 に 対応 して脳 中枢 が視 床 下 部 に作 用 し性 腺 刺 激 ホ ルモ ン

(LH) 分 泌 を調 節 す る と い う仮 説 が考 え られ て い る 。 また ラ ッ ト等 で は末 梢

側 信 号 物 質 の 最重 要候 補 は グル コース で あ る と推測 され て い る。乳牛 にお いて

も分娩 直 後 の エ ネル ギ ーが著 し く不 足 して いる状 態 では 排卵 誘起 に重要 なLH

分 泌 が抑 制 され て いる可能 性 が示 唆 されて いる。 しか しなが ら、分娩 後 の初 回

排卵 に 関わ るLH分 泌 な らびに末 梢側 信 号物 質 に つ いて は明 らかで は な く、 ま

た その 分 泌調 節 機 構 に つ いて は ほ とん ど解 析 され て いな い 。そ こで本論 文 で は 、

分 娩 後 の初 回排 卵 に 関連 す る血 中 マー カ ーを検討 す る と ともに 、そ のLH分 泌

調 節 機 構 を明 らか に す る こ とを 目的 に以 下 の実験 を行 った。

1.分 娩 後 の初 回排 卵 に 関連 す る血 中マ ーカ ー

グル コー ス をは じめ とす る血 中 マ ーカ ーが分娩 直 後 の濃度 域 か ら健 常域 に

回 復 す るた め に要 した分 娩後 日数 と分娩 か ら初 回排卵 まで の 日数 (以 下 、初 回

排 卵 日数) との 関連 を検 討 した。 す なわ ち 、初 回排卵 後2週 間 に おけ る各血 中

成 分 の濃 度 の 平均 ±2標 準 偏 差 の範 囲 (健 常域) 内 に 、各 個体 の血 中 因子 の濃

度 が達 す るに要 した分娩 後 か らの 日数 と初 回排 卵 日数 との相 関関係 に つ いて検

討 した 。13頭 の ホ ル ス タ イ ン種 乳牛 か ら分 娩 前14日 か ら分娩 後 約60日 ま

で週 に4回 採 血 し、血 漿 中の グル コ ー ス 、遊 離脂 肪 酸 (FFA)、 ケ トン体 、尿
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素 体 窒 素 (UN)、 な らび に プ ロ ジ ェス テ ロ ン濃 度 を測 定 した 。初 回排 卵 後2

週 間 の グル コ ース 、UN、 フ リー コ レス テ ロー ル 、 コ レステ ロ ールエ ス テ ルの

濃 度 は分 娩 前2週 間か ら分 娩 後初 回排卵 まで の期 間 の濃度 と比較 して有 意 に高

く、 また初 回排 卵 後2週 間 のFFA濃 度 は初 回排卵 前 の そ れ と比 較 して有 意 に

低 か った 。 しか しなが らケ トン体 の 濃度 につ いて は 、初 回排 卵前 と初 回排卵 後

との 間 に有 意 差 は認 め られ なか った 。さ らに この うち、血 中 グル コ ース とFFA

濃度 に つ いて は健 常 域 内 に復 帰 す る まで に要 した 日数 と初 回排卵 日数 との 間 に

有 意 な正 の相 関 が認 め られ た。 したが って 、血 中 グル コ ース とFFA濃 度 が分

娩後 の初 回排 卵 に関連 す る因子 、末梢 側 信号 物 質 と考 え られ た 。

2.分 娩後早期の乳牛 における性腺刺激ホルモ ン分泌調節

1) 性 腺 刺 激 ホ ルモ ン放 出ホ ルモ ン (GnRH) 投 与 に よ るLH分 泌反 応

分 娩後 の乳 牛 に お け るLHの 分 泌反 応 に つ いて 、GnRH投 与 に よ って検討

した 。分娩 後 の ホ ル ス タ イ ン種 経 産牛24頭 を以 下 の4群 に無 作為 に選 択 した 。

す なわ ち分 娩 後10日 群 (9頭 、全例初 回排 卵前)、 分 娩後30日 群 (初 回排 卵 前

30日 群4頭 、 な らび に初 回排 卵後30日 群6頭)、 分娩 後60日 群 (5頭 、

全例 初 回排 卵 後) の4群 に それ ぞ れ分娩 後10日 、30日 な らび に60日 目に

GnRHを 投 与 し、15～30分 間 隔 で投与 後8時 間 まで頸 静脈 よ り血液 検 体 を採

取 した 。採 取 した各 検 体 に つ いてLH濃 度 を測 定 し、投 与後 の最 高LH濃 度 (以

下 、pLH) な らび に 、投与 後8時 間 までのLH放 出反 応 曲線 とX軸 に囲 まれ る

面 積 (以 下 、 ΣLH) を算 出 した 。 また投 与前 の血 液 検体 に つ いて 血 漿 グ ル コ

ース濃 度 を測定 し、GnRH投 与 日にお け るエ ネル ギ ー充足 率 を 日本飼 養標 準 に

基 づ き算 出 した 。10日 群 に お け るpLHと ΣLHは 、他 の3群 に較 べ て有 意

(P<0.05) に低 く、 またエ ネル ギ ー充 足 率 な らび に グル コー ス濃度 も 、他群 に

較 べ て低 か った。 またGnRH投 与 が初 回排 卵前 で あ った分娩 後10日 群 と初 回
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排 卵前 の分 娩 後30日 群 の 全例 で はGnRH投 与後 数 日以 内 に排 卵 した。 した が

って 、卵 巣 は 分娩 後 早期 で あ って もLH放 出 が起 これば排 卵 が可 能 で あ る こと

が明 らか とな った 。す な わ ち分娩 後 早 期 の泌 乳牛 で は 、LH分 泌 が抑 制 されて

お り、 また この よ うな抑制 は血 中 グル コース濃 度 に関連 す る と考 え られ た。

2) プ ロ ピ レン グル コ ール投 与 に よ る血 中LH濃 度 の 変動

プ ロ ピ レ ングル コ ールは糖 源 性 物質 と して 牛 に投 与 され る。 そ こで 生理 的

な状 態 で血 中 グル コース濃 度 を増 加 させ る方 法 と して プ ロ ピ レングル コ ール を

経 口投 与 し、投与 後 のLH分 泌 につ いて 検討 した。す なわ ち分 娩後9日 目の初

回 排卵 前 の 乳 牛7頭 か ら、10分 間 隔 で4時 間 血液 検体 を頸静 脈 よ り採取 した

後 、 プ ロ ピ レング リコール (プ ロ ピ レング リコール群 、n=7) を経 口投 与 し、投

与 後 さ らに10分 間 隔 で4時 間血 液 検体 を採取 した 。な お対照 (対 照群 、n=7)

と して水 を経 口投 与 した 。採 取 した全検 体 につ いて血 漿LH濃 度 を測 定 し、LH

分 泌反 応 の 指標 で あ る平均LH濃 度 、1時 間 あ た りのLHパ ル ス数 な らび に そ

の 振幅 を投 与前 後 で 比較 した。 また血 漿 グル コース 、FFA、 イ ンス リン濃 度 も

測 定 した 。投与 前 のLH分 泌反 応 の指 標 いず れ にも群 間 の差 は認 め られ な か っ

た 。 プ ロ ピ レ ング リコ ール群 の投 与後 の 平均LH濃 度 と1時 間 あ た りのLHパ

ル ス数 は投 与 前 に比較 して 有 意 (P<0.05) に増 加 した が、 対照 群 で は投 与 前

後 の 変 動 は認 め られ なか った 。 また プ ロ ピ レング リコール群 で は投与 後 、血 中

の グル コ ース 濃度 と イ ンス リン濃度 は 有意 に増加 した が 、FFAの 濃 度 に変 化

は認 め られ なか った 。 した が って分 娩後 早期 の 乳牛 で はLH分 泌 が抑 制 され て

お り、 その抑 制 の解 除 に は血 中 グル コー ス濃 度 が 関与 す る と考 え られ た。

3) FFA投 与 によ る血 中LH濃 度 の 変 動

分娩後早期の乳牛で増加 して いるFFA濃 度 も初 回排卵 日数 に関連すると
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推測 さ れ た ため 、FFAを 静脈 内投 与 し、LH分 泌 反応 の 変動 につ いて検 討 した 。

す なわ ち分娩 後13日 目の初 回排卵 前 の乳 牛6頭 に、 まず投 与前 に10分 間 隔

で30分 間 血液 検 体 を採取 した後 、FFAを 静脈 内 点滴 投与 した (FFA群)。 また

対照 と して 生 理 食塩 水 を 同様 に投 与 した (対 照群5頭)。 採 取 した全 検体 につ

いて血 漿LH濃 度 を測定 した。 また血漿 グル コース 、FFA、 イ ンス リン濃 度 も

測 定 した。投 与 前 の平 均LH濃 度 に群 間 の差 は認 め られ なか った。投 与 中の血

中FFA濃 度 は 対 照群 に比 べFFA群 が 有意 な高値 を示 した が 、平均LH濃 度 、

1時 間 あ た りのLHパ ル ス数 、 な らびに その 振幅 の いずれ に つ いて も両群 間 で

差 は認 め られ なか った 。また血 中 グル コー ス な らびに イ ンス リン濃 度 に もFFA

投 与 に よる影 響 は認 め られ な か った 。 した が って分娩 後 早期 の乳 牛 に認 め られ

るLH分 泌 の抑 制 には 、血 中FFA濃 度 は関与 して いな い ことが明 らか とな っ

た 。

4) エ ス トロ ジ ェ ン レセ プ タ ーア ンタ ゴニス ト投与 に よ る血 中LH濃 度 の変 動

絶 食 ラ ッ トに認 め られ るLH分 泌抑 制 は エ ス トロジ ェ ン依存 性 のLH分 泌

調節 中枢 を介 す る ことが知 られて い る。 そ こで 正 常給餌 下 と絶 食 下 (排 卵 日か

らLH分 泌 が活 発 で あ る とされ る排 卵 後4日 目 まで の絶食) の ホ ルス タ イ ン種

雌 未経 産 牛 に対 して エ ス トロジェ ン レセ プ タ ーア ンタ ゴニス トで あ る タモ キ シ

フ ェ ンを極 微 量 のエ タ ノール に溶解 して静脈 内投与 し、LH分 泌反 応 を検 討 し

た 。絶 食 の み で は血 中 グル コ ース濃度 の 軽度 低 下 は認 め られ る もののLH分 泌

反 応 の 抑制 は認 め られ な か った 。一 方 、溶剤 と した極 微 量 のエ タ ノール投 与 に

よ ってLH分 泌 は抑 制 され 、 この抑 制 は給 餌 下 よ りも絶 食下 で 強 く発現 した 。

また この抑 制 は タモ キ シ フェ ン投 与 によ って解 除 され た。 したが って 、分娩 後

早 期 の乳 牛 に認 め られ る血 中 グル コ ース濃度 の低 下 に とも な うLHの 分 泌抑 制

に は エ ス トロジェ ンが何 らかの作 用 を有 して いるも の と推 測 され た。
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5) オ ピオ イ ドレセ プ タ ーア ンタ ゴニ ス ト投 与 に よ る血 中LH濃 度 の 変動

絶食 ラ ッ トに認 め られ るLH分 泌抑 制 は オ ピオ イ ド依 存性 のLH分 泌 調節

中枢 を介 す る ことも示 唆 されて いる 。 そ こで 分娩 後 早期 の エ ネル ギ ーバ ラ ンス

が負 の初 回排 卵前 の乳 牛 に持 続型 オ ピオ イ ドレセ プ ターア ンタ ゴニス トで あ る

ナ ル トレキ ソ ンを投 与 し、LH分 泌反 応 を検 討 した 。す なわ ち分娩 後10日 目

の乳 牛5頭 に 、10mLの 生理 食 塩 水 に溶解 した300mgの ナ ル トレキ ソ ン (ナ

ル トレキ ソ ン群 、n=5) または 対照 と して10mLの 生理食 塩 水 (対 照群5頭)

を静脈 内投 与 した 。投 与 前 の平 均LH濃 度 と1時 間 あ た りのLHパ ルス数 に群

間の 差 は認 め られ な か ったが 、ナ ル トレキ ソ ン群 で は投 与後 、平均LH濃 度 と

LHパ ル ス数 の 有 意 な増 加 が認 め られ た 。一 方対 照群 で は投与 前 後 の 平均LH

濃 度 とLHパ ルス数 の変 動 は認 め られ な か った 。 した が って 、分 娩後 早 期 の乳

牛 で は 血 中 グ ル コー ス濃度 の低 下 に とも な うLH分 泌 抑制 には オ ピオ イ ドが関

与 す るも の と推測 され た 。

以 上 の結 果 か ら、分 娩後 早 期 の乳 牛 で はエ ネルギ ー不 足 がLH分 泌 を抑制

し、分 娩後 の初 回排 卵 まで の 日数 が遅 延 す る ことが明 らか とな った 。 また その

LH分 泌 抑 制 に 関連 す る末 梢側 信 号 物 質 は血 中 グル コース濃 度 で あ る ことも明

らか とな った 。 さ らに末梢 側信 号 物 質 に よ るLH分 泌 調節 中枢 はエ ス トロジェ

ンな らびに オ ピオ イ ドが 関与 して い る と推 測 され た 。
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