
乳牛の子宮内膜厚の周期的変化ならびに 

性ステロイドホルモンによる調節機序に関する研究 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

酪農学園大学大学院 

獣医学研究科 

獣医学専攻博士課程 

 

 

杉浦智親 

 

 

生産動物医療学分野 

動物生殖学 

指導教員 教授 田島誉士 

 

 

2017年度 



目次  
 

凡例                               1 

緒言                               3 

第Ⅰ章  乳牛の子宮内膜厚測定法の確立ならびに子宮内膜厚、  

プロジェステロンおよびエストラジオール濃度の変化  

1. 序文                             8 

2. 材料および方法                        9 

1）供試動物                          9 

2）発情誘起と発情発見                    11 

   3）超音波検査                        11 

  （1）機器の設定                        11 

  （2）子宮内膜厚の評価                     11 

  （3）卵巣の評価                        12 

   4）採血                           15 

   5）血中性ステロイドホルモンの測定              15 

  （1）プロジェステロン測定のための試料調整と操作手順      16 

  （2）エストラジオール測定のための試料調整と操作手順      17 

   6）試験プロトコール                     17 

   7）統計処理                         21 

3. 結果                              25 

   1）発情周期中の子宮内膜厚変化と標準化            25 

2）自然発情群における排卵前後の子宮内膜厚変化率および  

血中性ステロイドホルモン濃度の変化            27 

3）誘起発情群における排卵前後の子宮内膜厚変化率および  

血中性ステロイドホルモン濃度の変化            27 
 



4）誘起発情群におけるプロスタグランジン F2α処置前後の  

子宮内膜厚変化率および血中性ステロイドホルモン濃度の変化 28 

5）自然発情群および誘起発情群における排卵前後の子宮内膜厚  

変化率と血中性ステロイドホルモン濃度の比較        29 

4. 考察                             38 

5. 小括                             44 

 

第Ⅱ章  乳牛の子宮内膜厚に対するプロジェステロンおよび  

エストラジオールの作用機序の解明             45 

1. 序文                             45 

2. 材料および方法                        47 

1）供試動物                         47 

2）発情誘起と発情発見                    48 

3）卵巣摘出術                        49 

4）超音波検査による子宮内膜厚および卵巣構造物の評価     49 

5）採血および血中性ステロイドホルモンの測定         50 

6）子宮内膜組織の採取（子宮内膜バイオプシー）        50 

7）リアルタイム PCR                      52 

8）試験プロトコール                     54 

（1）高プロジェステロン環境下（黄体期）における  

エストラジオール処置                  54 

（2）卵巣摘出牛に対する無処置での観察            55 

 （3）卵巣摘出牛へのプロジェステロン単独処置         55 

 （4）卵巣摘出牛へのプロジェステロンおよびエストラジオール  

併用処置                        56 

 （5）卵巣摘出牛へのエストラジオール単独処置         56 



9）統計処理                         60 

 3. 結果                             62 

   1）高プロジェステロン環境下（黄体期）におけるエストラジオール処置 62 

  （1）血中プロジェステロン濃度の変化             62 

  （2）血中エストラジオール濃度の変化             62 

  （3）子宮内膜厚の変化                    63 

  （4）子宮内膜組織中の受容体および液性因子の発現量      63 

   2）卵巣摘出牛に対する無処置時の血中プロジェステロン濃度、  

エストラジオール濃度および子宮内膜厚の変化        66 

   3）卵巣摘出牛へのプロジェステロン単独処置時の血中プロジェス  

テロン濃度、エストラジオール濃度および子宮内膜厚の変化  66 

    4）卵巣摘出牛へのプロジェステロンおよびエストラジオール併用  

処置時の血中プロジェステロン濃度、エストラジオール濃度  

および子宮内膜厚の変化                  67 

   5）卵巣摘出牛へのエストラジオール単独処置時の血中プロジェス  

テロン濃度、エストラジオール濃度および子宮内膜厚の変化  68 

   6）プロジェステロン単独処置、プロジェステロンおよびエストラジ  

オール併用処置、エストラジオール単独処置時の血中性ステロイド  

ホルモン濃度および子宮内膜厚の変化の比較         68 

   7）卵巣摘出牛の子宮内膜組織中の受容体および液性因子発現量  79 

4. 考察                            81 

5. 小括                            91 

総括                               92 

謝辞                               95 

引用文献                             96 

  



1 

 

凡例 

 

BW 体重  

cDNA 相補的 DNA（デオキシリボ核酸）  

CIDR 腟内留置型プロジェステロン徐放剤  

CMO カルボキシメチルオキシム  

DMSO ジメチルスルホキシド   

E 受容体 エストロジェン受容体  

E2 エストラジオール  

EB 安息香酸エストラジオール  

EDTA エチレンジアミン四酢酸  

EGF 上皮成長因子  

EIA 酵素免疫測定法  

ET 胚移植  

FGF 線維芽細胞増殖因子  

HRP ホースラディッシュペルオキシダーゼ  

ICSI 顕微授精  

IgG 免疫グロブリン G 

IVF 体外受精  

LIF 白血病阻止因子  

M-CSF マクロファージコロニー刺激因子  

MMP マトリックスメタロプロテアーゼ  

mRNA メッセンジャーRNA（リボ核酸）  

P4 プロジェステロン  

P 受容体 プロジェステロン受容体  
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PCR ポリメラーゼ連鎖反応  

PDGF 血小板由来増殖因子  

PlGF 胎盤増殖因子  

PGF2α プロスタグランジン F2α  

RNA リボ核酸  

TMB テトラメチルベンジジン  

UHP 尿素・過酸化水素  

VEGF 血管内皮細胞成長因子  
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緒言 

 

乳牛の遺伝的能力の改良および飼養管理方法の大規模化と改善により、 1

頭当たりの乳量増加およびコスト低減等の成果を挙げ、酪農の生産性は飛躍

的に向上してきた。しかしながら、右肩上がりに増加する乳牛 1 頭あたりの

年間生産乳量とは対照的に、乳牛の繁殖成績は、1990 年代はじめから世界

的に低下の一途をたどり、酪農業における収益性低下の要因となるため問題

となっている [58]。高産乳牛では、肝臓への血流量が増加するためプロジェ

ステロン（P4）およびエストラジオール（E2）の代謝が亢進し、慢性的な血

中ステロイドホルモン濃度の低下状態にさらされる [64]。乳量増加に対し、

発情時の E2 濃度、発情持続時間および発情強度が反比例することも報告さ

れ [46]、血中ステロイドホルモン濃度の低下が生殖能に与える負の影響は、

最終的に乳牛の不受胎につながる。性ステロイドホルモン濃度の低下は子宮

環境にも及び、着床および受胎の場であり妊娠の成立と維持に非常に重要な

役割を果たす子宮内膜にも影響することが推測される。乳牛の子宮内膜の状

態の客観的評価が可能となり、性ステロイドホルモンの子宮内膜に対する作

用が明らかになることは、生産現場における子宮内膜評価の一助となり、さ

らに牛の子宮内膜と受胎性の関係解明につながり、乳牛の低迷する受胎性の

改善に貢献できるものと考えられる。   

人の子宮内膜はその生理的機能を維持するために月経周期中で剥離と増

生を繰り返す。月経周期毎に形成される子宮内膜の厚さ（子宮内膜厚）は異

なるため、婦人科領域では体外受精 /顕微授精卵移植（IVF/ICSI-ET）のレシ

ピエント [38]や人工授精の患者 [83]の妊娠予測の一つの指標として子宮内膜

厚の測定が普及している。IVF/ICSI-ET における子宮内膜厚と受胎性に関す

る報告は非常に多く、子宮内膜厚測定による妊娠予測は有用性が高いことが
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示されている。子宮内膜が薄い [1, 15, 16, 19, 24, 33, 59, 61]あるいは厚す

ぎる場合 [19, 59, 80]には受胎性が低下するのに対し、子宮内膜が適度な厚

さを維持している場合には受胎に有利である [3, 7, 15, 25, 33, 52]という診

断指針が一般的になっている。動物における子宮内膜厚の研究は、馬 [27]や

牛 [6, 45, 56, 75]について報告がある。牛の子宮内膜厚を測定した研究報告

は、分娩後の子宮回復の把握 [6, 45]、子宮内膜炎の評価 [6]、発情周期中の子

宮あるいは子宮内膜の形態的変化の生理学的調査 [56, 75]などを目的として

いるが、その中で子宮内膜厚と受胎性の関係について言及している研究は極

めて少ない。生産動物臨床分野において、超音波検査が普及する昨今、牛で

は子宮内膜厚の測定方法をはじめ、評価基準も設定されていないのが現状で

ある。人は単子宮であり、経膣プローブを用いた超音波検査が通常であるた

め、子宮および子宮内膜は常に同じ方向から描出される。一方で、牛の子宮

は両分子宮であり、経直腸プローブを用いた超音波検査がほとんどであるた

め、左右子宮角の測定部位、プローブを当てる方向（縦断面、横断面）、測定

範囲の設定など統一すべき条件が多く、牛の子宮内膜厚を客観的に評価する

ためには課題が多い。  

月経周期中で剥離および増生を繰り返し、脱落膜を形成する人の子宮内

膜と異なり、脱落膜を形成しない牛の子宮内膜は、卵胞期に厚くなり、黄

体期に元の厚さに戻るという変化を繰り返す [56]。この卵胞期の変化は病

理組織学的に子宮内膜が充血し、浮腫を起こすことによるものであると報

告されている [47]。未経産牛の自然発情周期中の子宮壁の厚さの形態学的

変化を超音波検査で観察した研究において、黄体退行期に子宮壁の厚さが

増加し始め、排卵後に徐々にその厚さが減少することが確認された [56]。

また、経産牛の定時人工授精プログラムによる誘起発情において、黄体退

行処置のためのプロスタグランジン（PG）F2α処置後24時間以内に子宮内
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膜の厚さが急速に増加したとの報告もある [75]。一般的に、牛の受胎率は

自然発情および誘起発情において差はないとされるが [11, 13, 76]、PGF2α

を用いた誘起発情よりも自然発情における受胎率の方が高いという報告も

ある [78, 86]。排卵同期化プログラム等による種々のホルモン剤を用いた誘

起発情においては、主席卵胞の老化や十分な大きさに成長する前の主席卵

胞の排卵がその後の受精や胚の成長に影響し、受胎性の低下につながると

考えられている [12, 49, 55, 79]。さらに、PGF2αによる誘起発情において

子宮内膜厚が急速に増加したことは [75]、自然発情時の本来の子宮内膜浮

腫の発生のタイミングと異なり、子宮内環境が早くに変化することで、そ

の後の受胎性に影響を与える要因となる可能性が予測される。したがっ

て、自然発情および誘起発情における牛子宮内膜厚の変化を直接比較し、

形態学的変化の詳細を解明する必要があると考えられる。  

子宮機能調節の中心的役割を果たす性ステロイドホルモンは、発情周期に

伴って厚さが増減する牛の子宮内膜の形態学的変化にも深く関与すると考

えられる [10, 18, 31, 56, 57]。しかしながら、子宮内膜厚と性ステロイドホ

ルモンとの関係については不明な点が多い。一般的に、脱落膜を形成する霊

長類や齧歯類では、卵胞発育につれて増加する E2 によって子宮内膜に浮腫

が生じ、子宮内膜細胞が増殖して子宮内膜厚が増加する [5, 39, 83]。E2 の作

用がどのようにして細胞増殖につながるかは明らかにされていないが、血管

内皮細胞成長因子（VEGF）、上皮成長因子（EGF）、繊維芽細胞増殖因子

（FGF）、血小板由来増殖因子（PDGF）などの種々の液性因子を介すること

が示唆されている [36]。また、子宮内膜の細胞が分化し脱落膜を形成してい

く過程では P4 も大きく関与する [72]。非妊娠時の子宮内膜の脱落膜化は軽

度であるものの、子宮内膜細胞の形態変化に P4 は必須である [36]。P4 の作

用がどのようにして細胞変化を誘導するかは明らかではないが、マクロファ
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ージコロニー刺激因子（M-CSF）[30, 37]や白血病阻止因子（LIF）[2, 40]な

どのサイトカインを介することが知られている。さらに、P4 は E2 と同様に、

VEGF を介して血管透過性や血管新生に関与することが報告されているが

[17, 26, 70]、この作用は E2 ほど急速かつ強力な作用ではなく、緩徐に時間

をかけて作用する [17, 32]。一方、牛 [21, 28, 56, 75]および羊 [35, 60]の子宮

内膜厚や子宮血流量の変化と E2 濃度との間には相関性があることが報告さ

れている。卵巣を摘出した羊において、E2 処置した場合は細胞肥大によって

子宮重量が増加し [35]、子宮内膜毛細血管の発達と血流量増加が認められた

[60]。牛の子宮内膜に対する E2 の作用は直接的に解明されているわけでは

ないが、卵胞期に E2 濃度が上昇し [21, 28]、子宮内膜が浮腫状態となること

から、霊長類や齧歯類と同様に、E2 が子宮内膜厚増加に作用することが推測

されている [56, 75]。また、P4 が子宮内膜の変化に関与することを示唆した

報告もある [34, 75]。しかし、脱落膜を形成しない牛においては、P4 が子宮

内膜細胞の分化や増殖に関わるとは考えにくく、P4 の牛子宮内膜に対する

作用の詳細は明らかにされていない。  

このように、現時点では牛の子宮内膜厚の測定方法や評価基準は確定され

ておらず、将来的に牛子宮内膜厚と受胎性との関係を解明するためにも牛子

宮内膜厚の測定方法を確立することは意義深い。また、発情周期に応じてそ

の厚さが変化する牛子宮内膜厚は、血中ステロイドホルモンバランスの影響

を受け、子宮内膜の反応性やその後の受胎性にも影響する可能性がある。し

たがって、発情周期中の牛子宮内膜厚および性ステロイドホルモン濃度の変

化の詳細を評価し、性ステロイドホルモンが子宮内膜にもたらす作用および

その生理的作用機序を解明することは、乳牛の受胎率改善につながると考え

られる。  

以上のことから、本研究では第Ⅰ章において牛子宮内膜厚の測定方法を確
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立するため、超音波検査によって発情周期中の子宮内膜の形態学的変化を観

察し、さらに、自然発情および PGF2αを用いた誘起発情における子宮内膜厚

と性ステロイドホルモン濃度との関係を比較検討した。次に、第Ⅱ章におい

て卵巣摘出牛を作出し、外因性性ステロイドホルモン処置（P4 または E2 単

独、あるいは併用）により、牛子宮内膜厚の変化に対する P4 および E2 の作

用を検討した。また、子宮内膜浮腫の誘因に最も密接に関与していることが

予測される VEGF に着目し、子宮内膜の各種性ステロイドホルモン受容体、

VEGF 受容体、および VEGF の mRNA 発現を定量し、P4 および E2 が子宮

内膜に対して形態的変化を引き起こす生理学的作用機序について検討した。 
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第Ⅰ章  乳牛の子宮内膜厚測定法の確立ならびに子宮内膜

厚、プロジェステロンおよびエストラジオール濃度の変化  

 

1. 序文  
 

超音波検査による乳牛の子宮内膜厚の形態学的変化を評価したこれまで

の報告において、子宮内膜厚の測定方法は各々の研究で異なっている。発情

周期を通して未経産牛子宮体の子宮漿膜面から子宮内腔までの距離を測定

した報告 [56]、定時人工授精前後の経産牛子宮角の子宮内膜と子宮筋層の境

界から子宮内腔までの距離を測定した報告 [75]、黄体期の未経産牛右子宮角

の子宮内膜の直径を測定した報告 [34]など、子宮内膜厚の測定方法が様々で

あり、共通の評価基準が設定されていない。超音波検査によって描出される

正常な子宮内膜の形態は、発情周期によって異なるが、正円形から楕円形を

呈し、子宮内腔領域を認める場合とそうでない場合とがある。子宮内腔領域

は発情周期による子宮内貯留物や子宮小丘の存在に影響を受けるため、いび

つな不整形となり、常に子宮内膜領域の中央に描出されるわけではない。す

なわち、子宮内膜の辺縁から子宮内腔までの距離をもって子宮内膜厚とした

場合には、測定起始点の設定および子宮内膜の形状や内腔の位置関係次第で

子宮内膜厚が大きく変動することになる。したがって、牛の子宮内膜厚を正

確に測定するためには、発情周期および超音波検査において描出される子宮

内腔領域の有無や位置に影響されずに測定する方法を考慮する必要がある。 

 乳牛の子宮内膜厚は個体差があることに加え、産次数を重ねるほど子宮内

膜が厚くなる傾向があるため [75]、産次数の異なる個体間で子宮内膜厚を直

接比較することは困難である。また、牛の子宮内膜は卵胞期にその厚さが増

加することから、子宮内膜厚の基準を設定して子宮内膜厚を標準化し、発情



9 

 

周期内で子宮内膜厚の変化の割合（子宮内膜厚変化率）を評価する手法が有

用であると予測される。  

そこで、本章では発情周期を通して経産牛の子宮内膜の超音波検査を行い、

子宮内膜の形態や子宮内腔領域を考慮した測定方法を実践し、個体毎に厚さ

の異なる子宮内膜厚を客観的に評価する測定法を検討した。それらの手法を

利用して自然発情および誘起発情における子宮内膜厚の形態学的変化を観

察し、さらに、子宮内膜厚の周期的変化、プロジェステロン（P4）濃度およ

びエストラジオール（E2）濃度の変化を解析した。  

 

 

2. 材料および方法  
 

1）供試動物  

本章の研究は酪農学園大学動物実験指針に基づいて適正に実施された

（承認番号：VH25C3）。酪農学園大学フィールド教育センター酪農生産

ステーションの分娩後38～86日のホルスタイン種搾乳牛15頭（初産牛8

頭、2産以上の牛7頭、表1）を供試した。供試牛はフリーストールで飼養さ

れ、National Research Council（NRC、2001年）に準拠した栄養要求量

を満たす完全混合試料（ total mixed ration）給餌であり、1日2回搾乳され

た。いずれの供試牛も分娩後から試験開始までにホルモン剤による治療や

発情および排卵同期化などのホルモン剤を使用した繁殖プログラム処置を

受けていなかった。試験開始にあたり、供試牛に対し直腸検査、腟検査

[82]、生殖器 [66]および卵巣構造物 [67]の超音波検査、子宮内膜細胞診 [65]

などの検査を実施し、臨床的に正常で、生殖器に異常を認めない牛を選抜

した。なお、本章の試験中に何らかの繁殖障害を呈した牛あるいは内科疾
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患に罹患した牛は供試から除外した。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 1 

第Ⅰ章の研究の供試牛一覧  

供試牛  

No. 
産次数  分娩後日数* 

 1 5 73 

 2 1 61 

 3 1 68 

 4 1 40 

 5 1 39 

 6 1 36 

 7 6 80 

 8 2 40 

 9 2 35 

10 2 35 

11 2 36 

12 3 86 

13 1 52 

14 1 43 

15 1 37 

*分娩～1 回目の腟内留置型プロジェステロン徐放剤（CIDR）処置  

開始までの日数   
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2）発情誘起と発情発見  

 すべての供試牛に腟内留置型プロジェステロン徐放剤（CIDR1900、ゾエ

ティス・ジャパン）を 5～7 日間腟内に留置し、CIDR 抜去と同時にプロス

タグランジン（PG）F2α（ジノプロストトロメタミン、プロナルゴン F、ゾ

エティス・ジャパン）を 1 頭あたり 25 mg 投与することで、発情を誘起し

た。検査実施時には毎回 2 名以上で 30 分間にわたって供試牛の発情行動を

観察した。他牛の陰部の臭い嗅ぎあるいは顎乗せ行動、乗駕行動、乗駕許容

などの発情行動の確認により発情と判断した。  

 

3）超音波検査  

（1）機器の設定  

 超音波検査には動物用経直腸リニア型プローブ（5～10 MHz、HLV-475M、

本多電子、愛知）を接続した超音波診断装置（HS-2100V、本多電子）を用

いた。衛生面を考慮し、I 字型の経直腸プローブにはビニールカバーを施し、

個体毎に取り換えながら経直腸での卵巣および子宮角横断面像を観察した。

超音波診断装置は常に周波数 7.5 MHz、深度 3 ㎝、超音波出力 60％、ゲイ

ン 86 dB に設定した。  

（2）子宮内膜厚の評価  

 子宮の超音波検査は、直腸内でプローブを子宮の長軸に対して垂直に保持

し、子宮体背側面から左右それぞれの子宮角に向けて子宮横断面像を描出し

た。その際、強引な直腸壁の操作や子宮への過度な刺激は子宮収縮による子

宮形態の変化を誘引してしまうため、極力ゆっくり丁寧に検査するよう細心

の注意を払った。超音波検査部位は左右子宮角の角間間膜付着部（図 1）と

し [68]、横断面静止画像を取り込み保存した。検査中は超音波動画もデジタ

ルレコーダー（VR570、東芝テリー、東京）を用いて同時に録画し、取り込
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み保存した超音波静止画像が十分ではないと判断された場合に利用した。描

出された子宮角横断面のうち、子宮筋層の内側の低エコー領域として描出さ

れる血管層の内側領域を子宮内膜とした [18]（図 2a）。子宮内膜の厚さは

Image J（Rasband, W. S., ImageJ, U. S. National Institute of Health, 

Bethesda, USA, http://imagej.nih.gov/ij/, 1997-2016）を用いて測定した。

子宮内膜の形態は円形から楕円形を呈すことが多いため、子宮内膜領域の長

径および短径の平均値を直径として算出した（図 2b）。子宮内腔領域があっ

た場合、子宮内腔領域の長径および短径の平均値を同様に算出し、子宮内膜

領域の直径から減じた（図 2c）。この測定方法によって左右それぞれ子宮内

膜厚を測定し、左右子宮内膜厚の平均値をその個体の子宮内膜厚とした。子

宮内膜厚直径の算出法は下式の通りである。  

 

子宮内膜厚直径   

= {(右子宮内膜長径  + 短径 )/2 + (左子宮内膜長径  + 短径 )/2}/2 

 

（3）卵巣の評価  

 卵巣構造物である黄体および最も大きな卵胞についても超音波検査を実

施し、その直径を測定した。これらの卵巣構造物の直径は子宮内膜と同様、

その長径と短径の平均値を算出することによって求めた。排卵のタイミング

は、超音波検査で初めて排卵が確認された検査時とした。また、すべての供

試牛において最後の発情行動が観察されてから 48 時間以内に排卵したこと

が確認された。  

 

 

 



図 1. 超音波検査部位模式図

左右子宮角の角間間膜付着部で子宮角横断面像を描出。

子宮角

子宮頸

角間間膜

測定部位
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(a)

血管層

子宮内膜領域

筋層

外膜

(b) 

(b) 子宮内膜厚直径＝ （子宮内膜長径＋短径）/2
(c) 子宮内膜厚直径＝ （子宮内膜長径＋短径）/2 – (内腔長径 + 短径）/2

子宮内膜領域 子宮内腔領域

図 2. 子宮角横断面模式図 （a）、楕円形（b） および内腔を有する（c）子宮
内膜超音波画像

子宮内膜領域は血管層の内側とした (a)。子宮内膜超音波画像 (b)および

(c)は供試牛No. 11（表 1）の左子宮角で、(b)は黄体期（排卵後9日目）の子

宮内膜の典型例、(c)は卵胞期（排卵2日前）の子宮内膜典型例を示した。子

宮内膜厚の算出式を以下に示す。

(c) 
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4）採血  

 超音波検査と同時に、約 20 ml の採血を実施した。頸静脈より採血する場

合には 18 G 針を装着した 20 ml シリンジを使用し、正中尾静脈より採血す

る場合には採血針を装着した採血ホルダーを用いた。血液は処理するまで

EDTA 加真空採血管（VenojectⅡEDTA、テルモ、東京）で冷蔵保存し、3000 

rpm で 15 分間遠心分離後、その血漿をステロイドホルモン測定まで -30℃

で凍結保存した。  

 

5）血中性ステロイドホルモンの測定  

 血漿中の P4 および E2 濃度の測定は Yanagawa ら  [88]の競合型 2 抗体酵

素免疫測定法（EIA）を応用した。P4 測定の一次抗体にウサギ抗プロジェス

テロン -3-(O-carboxy-methyl) oxime （CMO）  血清（KZ-HS-P13、Cosmo 

Bio、東京）、E2 測定の一次抗体にウサギ抗エストラジオール -17β -6-CMO

血清（FKA-204、Cosmo Bio）を用いた。測定用緩衝液は 145 mM NaCl（塩

化ナトリウム、関東化学、大阪）、40 mM Na2HPO4（リン酸二水素ナトリウ

ム、関東化学）を pH 7.2 に調整した溶液とし（Ca および Mg 不含）、使用

直前に 0.1％牛血清アルブミン（A7030、SIGMA-ALDRICH、St. Louis、MO、

USA）を添加し、測定に用いた。洗浄液は 0.05％ツィーン 80（Tween80、

関東化学）を使用した。基質溶液は C16H20N2（TMB; 3,3 ’5,5’-テトラメチル

ベンジジン、東京化成工業、東京）を主成分とする溶液、すなわち 5 mM 

C6H8O7･H2O（クエン酸水和物、ナカライテスク、京都）、50 mM Na2HPO4、

500 mM CH4N2O･H2O2（UHP; 過酸化水素尿素、SIGMA-ALDRICH）、1 mM 

TMB、2％C2H6OS（DMSO; ジメチルスルホキシド、関東化学）を調整して

用いた。P4 および E2 の測定には 96 ウェルマイクロプレート（Costar 3590、

CORNING、Corning、NY、USA）にヤギ抗 IgG 血清（111-005-003、Jackson 
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Immuno Research Laboratories、West Grove、PA、USA）を 2 µg/ml に調

整して各ウェルにコーティングし、測定用緩衝液でブロッキングしたものを

用いた。いずれのサンプルも 3 ウェルずつ使用して評価した。  

（1）P4 濃度測定のための試料調整と操作手順  

P4 はジエチルエーテルを用いて 2 回抽出した。200 µl の血漿を 16 × 100 

mm のガラス試験管に分注し、ジエチルエーテル 2 ml を加えて 15 分間振盪

したのち 5 分間静置した。これをビーズ状ドライアイス（ -79℃）で冷却し

たアセトンに浸して血漿層を凍結させ、液状エーテル層を別の新しいガラス

試験管に移した。このガラス試験管を 43℃のウォーターバスで加温して乾

固した。凍結血漿層が残ったガラス試験管を室温に戻して融解し、再度ジエ

チルエーテル 2 ml を加えて同様の操作を行った。2 回目の抽出操作のジエ

チルエーテル加血漿ガラス試験管の液状エーテル層は 1 回目の抽出で乾固

し終えたガラス試験管に移したのちに同様に乾固した。ガラス試験管内壁に

付着した抽出物を試験管底に落とすため、1 ml のジエチルエーテルを試験

管内壁全面に沿わせるように加え、再度 43℃ウォーターバスで加温して乾

固した。このガラス試験管に 200 µl の測定用緩衝液を加えて抽出物を溶解

し、EIA に供した。ヤギ抗ウサギ IgG コーティングプレートを洗浄液で 2 回

洗浄した後、血漿サンプル抽出液および P4 標準品（ P-0130、 SIGMA-

ALDRICH）を測定用緩衝液で 2 倍階段希釈した希釈液を 20 µl ずつウェル

内に添加した。一次抗体としてウサギ抗 P4 血清を測定用緩衝液で 160,000

倍希釈し、各ウェルに 100 µl ずつ加えた。さらに、測定用緩衝液で 80,000

倍希釈したホースラディッシュペルオキシダーゼ（HRP）標識 -P4 を競合抗

体として 100 µl ずつ加え、遮光 4℃で 16～18 時間反応させた。その後、ウ

ェル内の反応液を捨て、洗浄液で 4 回洗浄した後各ウェルに基質溶液 150 µl

ずつを添加し、37℃40 分間インキュベートした。これに反応停止液（2M-
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H2SO4; 硫酸、関東化学）を 50 µl ずつ加えて 5 分間静置した。各ウェルの

反応溶液の吸光度はマイクロプレートリーダー（Model 550、BIO-RAD 

Laboratories、東京）を用いて波長 450 nm で測定した。測定内および測定

間変動はそれぞれ 5.4％、8.1％であった。  

（2）E2 濃度測定のための試料調整と操作手順  

E2 は、2 ml の血漿にジエチルエーテル 6 ml を加えて、P4 と同様の操作

で抽出した後、永田ら [50]の方法に準じ、アセトニトリル -ヘキサン分配法を

応用した脱脂操作を行った。抽出乾固済ガラス試験管にアセトニトリル 0.5 

ml およびヘキサン 1 ml を添加し、3 分間振盪した後さらにヘキサン 1 ml

を加え、ヘキサン層を吸引除去した。ヘキサン 1 ml を加えて振盪、吸引除

去する操作をさらに 2 回反復し、最後にもう一度ヘキサン 1 ml を加え、振

盪せずに吸引除去した。ガラス試験管内に残されたアセトニトリル層は遠心

エバポレーターを用いて乾固した。このガラス試験管に分注血漿の 20 倍濃

縮となるよう 100 µl の測定用緩衝液を加えて抽出物を溶解し、EIA に供し

た。これ以降の操作は P4 濃度測定操作と同様に行った。ただし、試薬は E2

標準品（E-1132、SIGMA-ALDRICH）、320,000 倍希釈した一次抗体のウサ

ギ抗 E2 血清、80,000 倍希釈した HRP 標識 -E2 を使用した。測定内および測

定間変動はそれぞれ 5.0％、14.6％であった。  

 

6）試験プロトコール 

 供試牛（n = 15）へのホルモン処置、超音波検査、採血スケジュールを図

3 に示した。15 頭すべての供試牛の卵巣構造物として、機能性黄体（20 mm

以上）および主席卵胞に成長することが予測された 10 mm 以上の大きな卵

胞の存在を超音波検査によって確認したのち、本章の材料と方法 2）で示し

た発情誘起方法に従って CIDR および PGF2αを組み合わせた処置を行い、1
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回目の発情を誘起した。その後、No. 1～9（n = 9、図 3 上段、表 2）の供試

牛は 2 回目の発情を自然発情で供した。この No. 1～9 の供試牛より得られ

た自然発情 9 周期分を自然発情群（n = 9）とした。No. 10～15（n = 6、図

3 下段、表 2）の供試牛については 1 回目の発情と同様の発情誘起方法で 2

回目の発情を再度誘起した。1 回目（No. 1～15、n = 15）および 2 回目（No. 

10～15、n = 6）の誘起発情を合わせると計 21 周期分の誘起発情データであ

ったが、そのうち 1 回目（No. 7～11、n = 5）および 2 回目（No. 10～15、

n = 6）の計 11 周期分の誘起発情データを誘起発情群として使用した（表 2、

白抜き）。のべ 21 周期分の誘起発情のうち、残りの 10 周期分のデータ（No. 

1～6、No. 12～15、表 2、網掛け）は PGF2α投与前段階の超音波検査を十分

に行えていなかったため、誘起発情群から除外した。  

 自然発情群（図 3 上段：No. 1～9 の発情 2 回目）の 9 頭の超音波検査は、

1 回目の排卵後 3 日目から黄体退行開始（15～18 日目）まで 48 時間間隔で

実施したのち、6 時間間隔の検査に切り替え、次の排卵後 24 時間（1 日）目

まで継続した。その後、2、3、5、7 日目に検査を 1 日 1 回実施した。  

 誘起発情（図 3 上段：No. 1～9 の発情 1 回目、下段：No. 10～15 の発情

1 および 2 回目）においては、PGF2αを投与する 48～24 時間前に 6 時間間

隔の超音波検査を開始し、排卵（0 日）後 24 時間（1 日）目まで継続した。

その後、2、3、5、7 日目に検査を 1 日 1 回実施した。2 回目の発情誘起は 7

日目に CIDR を留置し、本章の材料と方法 2）に示した発情誘起方法で実施

した。その後、14 日目に PGF2α投与する 48～24 時間前に 6 時間間隔の超

音波検査を開始し、1 回目の誘起発情と同様に検査を実施した。  

 

 

 



発情

20 3 15-181

PGF2α

73210

5-7日間

超音波検査
および採血

6時間間隔* 48時間間隔 6時間間隔 48時間間隔

CIDR

処置開始日

図 3. ホルモン処置および検査スケジュール

15頭の供試牛（表 1）に腟内留置型プロジェステロン徐放剤（CIDR）とプロスタグランジ

ン（PG）F2αを組み合わせた処置によって1回目の発情を誘起した。いずれの牛も、

CIDR処置時には機能性黄体と主席卵胞と予測される大卵胞の存在を超音波検査で

確認した。図は排卵日を0日とした。供試牛の概要は表 1を参照。

9頭（No.1～9、上段）は引き続き黄体期も検査を継続し、自然発情で2回目の発情時も

検査した。

6頭（No. 10～15、下段）は排卵後7日目よりCIDRとPGF2αによる同様の発情誘起方

法で2回目の発情を誘起して検査を行った。

*6時間間隔の超音波検査はPGF2α処置の48～24時間前より開始した。

14

PGF2α

7

48時間間隔

3 73210

48時間間隔

CIDR

7日間

6時間間隔*

発情

20 1

PGF2α

5-7日間

超音波検査
および採血

6時間間隔*

CIDR

処置開始日

供試牛No. 1～9： （1回目）誘起発情、（2回目）自然発情

供試牛No. 10～15： （1回目）誘起発情、（2回目）誘起発情

排卵後日数
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表 2 

15頭の供試牛における合計 30周期分の発情データの内訳 

供試牛 

No. 
1回目の発情周期 2回目の発情周期 

 1 誘起発情  自然発情  

 2 誘起発情  自然発情  

 3 誘起発情  自然発情  

 4 誘起発情  自然発情  

 5 誘起発情  自然発情  

 6 誘起発情  自然発情  

 7 誘起発情  自然発情  

 8 誘起発情  自然発情  

 9 誘起発情  自然発情  

10 誘起発情  誘起発情  

11 誘起発情  誘起発情  

12 誘起発情  誘起発情  

13 誘起発情  誘起発情  

14 誘起発情  誘起発情  

15 誘起発情  誘起発情  

          ：網掛けの誘起発情データは誘起発情群から除外 

 

15 頭の供試牛に腟内留置型プロジェステロン徐放剤（CIDR）とプロスタグランジン

（PG）F
2α
を組み合わせた処置によって発情を誘起した（図 3）。 

15頭中 9頭（No. 1～9）の供試牛は自然発情で 2回目の発情時も検査し、9周期分

の自然発情データを自然発情群とした。 

残りの 6 頭（No. 10～15）は再度 2 回目の発情を誘起した。1 回目の誘起発情のうち

5周期分（No. 7～11）と 2回目の誘起発情の 6周期分（No. 10～15）を合わせて 11

周期分の誘起発情を誘起発情群とした。10周期分の誘起発情データ（No. 1～6、No. 

12～15、網掛け）は PGF2α投与前段階の超音波検査を十分に行えていなかったため、

誘起発情群から除外した。 
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7）統計処理  

 それぞれの測定値は平均値  ± 標準誤差で示した。子宮内膜厚の標準化に

適した基準日を設定するため、No. 1～9（表 3）の 9 頭の供試牛の卵胞期か

ら黄体期間の子宮内膜厚のデータを用い、一元配置分散分析を行った後

Tukey-Kramer 多重比較検定により比較した。子宮内膜厚標準化基準日は子

宮内膜厚が薄く、誤差範囲の小さい黄体期の 1 日とし、排卵後 5～17 日目を

それぞれ基準日とした場合で解析を行った。本章では 13 日目を標準化基準

日に設定し、すべての子宮内膜厚測定値を基準日の測定値に対する変化率に

よって標準化した。また、すべての供試牛の左右子宮角より得られた 13 日

目の子宮内膜厚直径実測値について、Student ’s t-test を用いて左右間の比

較を行った。自然発情および誘起発情における子宮内膜厚変化率、P4 濃度、

E2 濃度よび性ステロイドホルモン濃度比（E/P 比）は二元配置分散分析重複

測定を行った後、必要に応じて post hoc test として Student ’s t-test を用い

て同一検査日の 2 群間の比較検定を行った。同一群内における異なる検査日

の 2 群間比較には Tukey-Kramer 多重比較検定を用い、子宮内膜厚変化率

およびホルモン濃度の変化を解析した。その解析結果模式図を図 4 に示し

た。子宮内膜厚変化率または E2 濃度の変化は符号 a を基底とし、異符号 ab

に変化するポイントを増加（上昇）開始とした（図 4a）。また、符号 a およ

び異符号 ab を付された値は同等であり、ab を基底レベルとした。子宮内膜

厚変化率または E2 濃度が最高値に達したポイント（符号 e、図 4a）をピー

クとし、ピークと同等であった値（異符号 de、図 4a）をピークレベルとし

た。ピークからピークレベルに変化したポイントを減少（低下）開始とし、

再び異符号 ab を付された値を基底レベルとした。P4 濃度の変化においては、

試験開始後より符号 e（図 4b）から異符号 de に変化したポイントを低下開

始（図 4b）とした。いずれの検定結果も P < 0.05 をもって有意差ありと判
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定した。これらの解析には、統計解析ソフト（Statcel 第 3 版、OMS 出版、

埼玉）を使用した。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 3 

子宮内膜厚標準化基準日の検討に使用した供試牛一覧  

供試牛  

No. 

標準化基準日の設定  

1 回目の発情周期  

 1 + 

 2 + 

 3 + 

 4 + 

 5 + 

 6 + 

 7 + 

 8 + 

 9 + 

10 - 

11 - 

12 - 

13 - 

14 - 

15 - 

+：解析に使用した発情周期  

-：解析に使用しなかった発情周期  

9 頭の供試牛（No. 1～9）の 1 回目の発情周期（卵胞期～黄体期）を  

子宮内膜厚測定値の標準化基準日の設定に用いた（図 5）。  

No. 10～15 の供試牛は黄体期（排卵後 9～17 日目）には検査して  

おらず（図 3）、子宮内膜厚データがないため解析から除外した。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



a a a
ab

b

cd

de
e

de

cd

b

ab
a a a

基底レベル
増加（上昇）開始

ピーク

ピークレベル

ピークレベル
減少（低下）開始

基底

基底レベル

基底

排卵

①

③

④ ⑤ ⑥

⑦

(a)

図 4a. 多重比較検定による子宮内膜厚変化率およびエストラジオール
（E2）濃度変化の解析結果模式図

図中の①～⑦は以下の評価項目の所要時間を表す。

①増加（上昇）開始から排卵まで

②プロスタグランジン（PG）F2α投与から増加（上昇）開始まで

③ピークレベル到達から排卵まで

④増加（上昇）開始からピークレベル到達まで

⑤ピークレベル到達から減少（低下）開始まで（ピークレベル持続時間）

⑥減少（低下）開始から基底レベル到達まで

⑦排卵から基底レベル到達まで

（PGF2α処置）

②
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ab

e
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cd

b

ab
a a

低下開始

基底

基底レベル

排卵

② ①

(b)

（PGF2α処置）

③

④

図 4b. 多重比較検定によるプロジェステロン（P4）濃度変化の解析結
果模式図

図中の①～④は以下の評価項目の所要時間を表す。

①低下開始から排卵まで

②PGF2α投与から低下開始まで

③基底レベル到達から排卵まで

④低下開始から基底レベル到達まで
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3. 結果  
 

1）発情周期中の子宮内膜厚変化と標準化  

1 回目の誘起発情後の周期を観察した供試牛（No. 1～9、n = 9、表 3）の

子宮内膜厚の変化を図 5 に示した。排卵前 60～6 時間の子宮内膜厚直径実

測値は 23.4 ± 0.3 mm（範囲 16.9～29.6 mm、図 5a）であり、排卵後 5～

17 日は 17.2 ± 0.2 mm（範囲 13.4～22.8 mm、図 5a）であった。排卵前

60～6 時間の子宮内膜厚直径実測値は排卵後 5～17 日の子宮内膜厚直径実

測値との間のすべての組み合わせにおいて、有意に厚かった（P < 0.05）。黄

体期（排卵後 5、7、9、11、13、15 および 17）の 1 日の子宮内膜厚直径実

測値を子宮内膜厚標準化の基準に設定したところ、黄体期のいずれの日の実

測値を基準としても子宮内膜厚変化率で示した発情周期中の子宮内膜厚の

変化は同様であった。したがって、本章では、自然発情群および誘起発情群

の両群において観察データが揃っている黄体期の 1 日（排卵後 5、7 および

13 日目）で、子宮内膜厚が最も薄かった排卵後 13 日目（16.8 ± 0.5 mm、

範囲 13.4～18.7 mm、n = 9、図 5a）の子宮内膜厚直径実測値を基準値（1.0）

に設定し、すべての子宮内膜厚直径実測値を基準値に対する変化率に換算す

ることで標準化した（図 5b）。なお、本章の研究に供した牛の左右子宮角か

ら得られた子宮内膜厚直径実測値を左右間で比較したが、有意な差は認めら

れなかった（P = 0.92）。  

 

 

 

 

 



図 5. 実測値で示した子宮内膜厚変化（a）および標準化した子宮内膜厚変化（b）

9頭の供試牛（No. 1～9、表 1）の1回目の誘起発情から黄体期の子宮内膜厚直

径測定値（a）を排卵後13日目の測定値（ ）を基準（1.0）としてすべての測定値を

変化率（b）で示した（平均±標準誤差）。排卵前60～6時間の子宮内膜厚は排卵

後5～17日の子宮内膜厚との間のすべての組み合わせにおいて有意に厚かった

（P < 0.05）。図は排卵日を0日とした。
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2）自然発情群における排卵前後の子宮内膜厚変化率および血中性ス

テロイドホルモン濃度の変化  

 自然発情群における排卵前後の子宮内膜厚変化率およびホルモン濃度の

変化を図 6 に、それぞれの所要時間を表 4 に示した。  

自然発情群では、排卵前 114 時間から子宮内膜厚が増加し始め、排卵前 96

時間でピークレベルに到達した。子宮内膜厚は 102 時間ピークレベルを持続

した後、排卵前 6 時間より減少し始めた。6 時間間隔の超音波検査を行った

排卵後 24 時間までに自然発情群の子宮内膜厚は基底レベルに戻らなかった。

子宮内膜厚の増加開始以前に、P4 濃度の低下開始（排卵前 138 時間）およ

び E2 濃度の上昇開始（排卵前 132 時間）が認められた。P4 濃度は排卵前 66

時間に基底レベルに到達した。E2 濃度は排卵前 54 時間でピークレベルに到

達し、24 時間ピークレベルを持続した後、排卵前 30 時間より低下し始め、

排卵後 6 時間までに基底レベルに到達した。自然発情群における変化は、P4

濃度の低下開始（排卵前 138 時間）、次いで子宮内膜厚が増加開始（排卵前

114 時間）、という順序で起きた。また、P4 濃度の低下開始（排卵前 138 時

間）から、子宮内膜厚のピークレベル到達（排卵前 96 時間）までの所要時

間は 42 時間であった。  

 

3）誘起発情群における排卵前後の子宮内膜厚変化率および血中性ス

テロイドホルモン濃度の変化  

 誘起発情群における排卵前後の子宮内膜厚変化率およびホルモン濃度の

変化を図 7 に、それぞれの所要時間を表 5 に示した。排卵前後で示した誘起

発情群の場合、子宮内膜厚および P4 濃度は排卵前 144 時間にそれぞれ増加

および低下し始め、E2 濃度は排卵前 102 時間に増加し始めた。子宮内膜厚

は排卵前 66 時間でピークレベルに到達し、ピークレベルを 54 時間持続し
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た後、排卵前 12 時間より減少し始め、排卵後 48 時間までに基底レベルに戻

った。P4 濃度は排卵前 78 時間に基底レベルに到達した。E2 濃度は排卵前 48

時間でピークレベルに到達し、18 時間ピークレベルを維持した後、排卵前

30 時間より低下し始め、排卵前 6 時間までに基底レベルに到達した。排卵

前後で示した誘起発情群における変化では、P4 濃度の低下開始時（排卵前

144 時間）に子宮内膜厚が増加開始した（排卵前 144 時間）。また、P4 濃度

が基底レベルに到達した（排卵前 78 時間）後に子宮内膜厚がピークレベル

に到達した（排卵前 66 時間）。  

 

4）誘起発情群における PGF2α処置前後の子宮内膜厚変化率および血

中性ステロイドホルモン濃度の変化  

誘起発情群における PGF2α処置前後の子宮内膜厚変化率およびホルモン

濃度の変化を図 8 に、それぞれの所要時間を表 6 に示した。PGF2α処置前後

で示した誘起発情群の子宮内膜厚、P4 および E2 濃度はいずれも PGF2α処置

後直ちに（処置後 6 時間）それぞれ増加、低下および上昇し始めた。子宮内

膜厚は増加し始めてから 18 時間後、すなわち PGF2α処置後 24 時間でピー

クレベルに到達した。その後、102 時間ピークレベルを維持し、PGF2α処置

後 126 時間より減少し始めたが、処置後 168 時間までに基底レベルに戻ら

なかった。P4 濃度は低下し始めてから 12 時間後、すなわち PGF2α処置後

18 時間で基底レベルに到達した。E2 濃度は上昇開始と同時に、すなわち

PGF2α処置後 6 時間でピークレベルに到達し、84 時間ピークレベルを維持

した後、処置後 90 時間より低下し始めたが、処置後 168 時間までに基底レ

ベルに到達しなかった。PGF2α処置前後で示した誘起発情群における変化で

は、P4 濃度の低下開始時（PGF2α処置後 6 時間）に子宮内膜厚が増加開始し

た（PGF2α処置後 6 時間）。また、P4 濃度が基底レベルに到達した（PGF2α
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処置後 18 時間）後に子宮内膜厚がピークレベルに到達し（PGF2α処置後 24

時間）、P4 濃度の低下開始（PGF2α処置後 6 時間）から子宮内膜厚のピーク

レベル到達（PGF2α処置後 24 時間）までの所要時間は 18 時間であった。  

 

5）自然発情群および誘起発情群における子宮内膜厚変化率と血中性

ステロイドホルモン濃度変化の比較  

 自然発情群および誘起発情群において、6 時間間隔で行った超音波検査に

より得られた子宮内膜厚変化率を排卵前 156 時間から排卵後 24 時間の期間

で 2 群間比較した（図 9）。誘起発情群の子宮内膜厚は排卵前 60、54、36、

30、18および 12 時間において自然発情群よりも有意に厚かった（P < 0.05）。

子宮内膜厚変化率の最高値は自然発情群で 1.38、誘起発情群で 1.61 であっ

た（表 7）。P4 濃度、E2 濃度、E/P 比は、自然発情群および誘起発情群とも

同様の推移を示し、2 群間で差は認められなかった。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



図 6. 自然発情における排卵前後の子宮内膜厚変化率、プロジェステロン（P4）
およびエストラジオール（E2）濃度の変化

排卵を0時間としたときの自然発情群（ 、n = 9）のグラフを示した（平均±
標準誤差）。子宮内膜厚は排卵後13日目の測定値に対する変化率で示した。
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表 4 

自然発情群における排卵前後の子宮内膜厚変化率およびホルモン濃度の変化の所

要時間 

評価項目 
  自然発情 

子宮内膜厚 P4 E2 

増加（上昇）または減少（低下）開始から排卵まで  114 1 138 1 132 

     

PGF2α投与から増加（上昇）または減少（低下）開
始まで 

   -   -   - 

     
ピークレベルまたは基底レベル到達から排卵まで 

 

 96  66  54 

     

増加（上昇）または減少（低下）開始からピークレ
ベルまたは基底レベル到達まで 

 

 18  72  78 

     

ピークレベル到達から減少（低下）開始まで 
（= ピークレベル持続期間） 

 

102   -  24 

     

減少（低下）開始から基底レベル到達まで 

 

   42   -  36 

     

排卵から基底レベル到達まで       48     -     6 

自然発情群における排卵を 0 時間とした場合の子宮内膜厚変化率、プロジェステロン

（P4）およびエストラジオール（E2）濃度の変化（図 6）を解析し、上記評価項目の所要

時間を示した。同一群内のデータ比較には Tukey- Kramer 多重比較検定を用いた

が、その解析結果の解釈については図 4を参照。 

P4濃度の低下開始（排卵前 138時間）から子宮内膜厚のピークレベル到達（排卵前

96時間）までの所要時間は 42時間であった。 
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図 7. 誘起発情における排卵前後の子宮内膜厚変化率、プロジェステロン（P4）
およびエストラジオール（E2）濃度の変化‐排卵基準

排卵を0時間とした場合の誘起発情群（ 、n = 11）のグラフを示した（平均±
標準誤差）。子宮内膜厚は排卵後13日目の測定値に対する変化率で示した。

E
2
濃
度
（p

g
/m

l）
P

4
濃
度
（n

g
/m

l）
E

/P
比

子
宮
内
膜
厚
変
化
率

32



33 

 

 

 

表 5 

誘起発情群における排卵前後の子宮内膜厚変化率およびホルモン濃度の変化の所

要時間 

評価項目 
  誘起発情（排卵前後） 

 子宮内膜厚 P4  E2 

増加（上昇）または減少（低下）開始から排卵まで 

 

144 144 102 

     
    

PGF2α 投与から増加（上昇）または減少（低下）開
始まで* 

 

  -   -   - 

     

ピークレベルまたは基底レベル到達から排卵まで 

 

 66  78  48 

     

増加（上昇）または減少（低下）開始からピークレ
ベルまたは基底レベル到達まで 

 

 78  66  54 

     

ピークレベル到達から減少（低下）開始まで 
（= ピークレベル持続期間） 

 

 54 

 
  - 

 18 

 

     

減少（低下）開始から基底レベル到達まで 

 

 60   -  18 

     

排卵から基底レベル到達まで 

 

 48   -  -6 

*排卵時間を基準（0時間）とするとプロスタグランジン（PG）F2α処置時間は揃わなくな

るため、値算出は不能であった。 

誘起発情群おける排卵を 0 時間とした場合の子宮内膜厚変化率、プロジェステロン

（P4）およびエストラジオール（E2）濃度の変化（図 7）を解析し、上記評価項目の所要

時間を示した。同一群内のデータ比較には Tukey- Kramer 多重比較検定を用いた

が、その解析結果の解釈については図 4を参照。 
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変化率、プロジェステロン（P4）およびエストラジオール（E2）濃度の変化

PGF2α処置時を0時間とした場合の誘起発情群（ 、n = 11）のグラフを示し
た（平均±標準誤差）。子宮内膜厚は排卵後13日目の測定値に対する変化
率で示した。
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表 6 

誘起発情群における PGF2α処置前後の子宮内膜厚変化率およびホルモン濃度の

変化の所要時間 

評価項目 
  誘起発情群（PGF2α処置前後） 

 子宮内膜厚 P4  E2 

増加（上昇）または減少（低下）開始から排卵まで*    -   -   - 
     

PGF2α投与から増加（上昇）または減少（低下）開始
まで 

 

  6   6   6 
     

ピークレベルまたは基底レベル到達から排卵まで* 

 

  -   -   - 
     

増加（上昇）または減少（低下）開始からピークレベ
ルまたは基底レベル到達まで 

 

 18  12   0 

     

ピークレベル到達から減少（低下）開始まで 
（= ピークレベル持続期間） 

 

102   -  84 

     

減少（低下）開始から基底レベル到達まで 

 

  -   -   - 

     

排卵から基底レベル到達まで* 

 

  -   -   - 

*プロスタグランジン（PG）F2α処置を基準（0時間）とすると排卵時間は揃わなくなるた

め、値算出は不能であった。 

誘起発情群における PGF2α処置時を 0時間とした場合の子宮内膜厚変化率、プロ

ジェステロン（P4）およびエストラジオール（E2）濃度の変化（図 8）を解析し、上記評価

項目の所要時間を示した。同一群内のデータ比較には Tukey- Kramer多重比較検

定を用いたが、その解析結果の解釈については図 4を参照。 

子宮内膜厚変化率は PGF2α処置後 6時間で増加し始め、その 18時間後にピークレベル

に到達した。すなわち、子宮内膜厚は PGF2α処置後 24時間でピークレベルに達した。し

たがって、P4濃度の低下開始（PGF2α処置後 6時間）から子宮内膜厚のピークレベル到

達（PGF2α処置後 24時間）までの所要時間は 18時間であった。 

E2濃度は PGF2α処置後 6時間で上昇開始と同時にピークレベルに到達した。 



0.0

2.0

4.0

6.0

8.0

10.0

12.0

14.0

0

20

40

60

80

0.0

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6

1.8

-7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 0 1 2

* *
*

*

*
*

E
2
濃
度
（p

g
/m

l）
P

4
濃
度
（n

g
/m

l）
E

/P
比

子
宮
内
膜
厚
変
化
率

0 24 48-24-48-72-96-120-144

排卵後時間

図 9. 自然発情および誘起発情における排卵前後の子宮内膜厚変化率、プ
ロジェステロン（P4）およびエストラジオール（E2）濃度の変化

排卵を0時間とした場合の自然発情群（ 、n = 9）と誘起発情群（ 、n 

= 11）をそれぞれ比較した（平均±標準誤差）。子宮内膜厚は排卵後13日
目の測定値に対する変化率で示した。
＊同時間の2群間に有意差あり （P < 0.05）。
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表 7 

子宮内膜厚変化率のピークおよびピークレベルの比較 

*子宮内膜厚変化率の値 

自然発情（排卵を 0時間）および誘起発情（排卵または PGF2α処置を 0時間）におけ

る子宮内膜厚変化率のピークおよびピークレベルを比較した。同一群内のデータ比

較には Tukey- Kramer多重比較検定を用いたが、その解析結果の解釈については

図 4を参照。 

 

 

 

 

 

 

 

 

評価項目 
  自然発情群 

 

誘起発情群 

誘起発情群 
排卵前後 排卵前後 PGF2α処置前後 

ピーク（最高値）* 
 1.38  1.61 1.53 

ピーク到達時間  排卵前 
48時間 

 
排卵前 
30時間 

PGF2α処置後 
54時間 

ピークレベル期間の平均値* 
 1.27  1.53 1.42 

ピークレベル持続期間  排卵前 96～ 
排卵後 6時間 

 排卵前 
66～12時間 

PGF2α処置後 
24～126時間 

参照図  図 6  図 7 図 8 
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4. 考察  
 

本章では産次数や分娩後日数の異なる牛（表 1）を供試したが、子宮内膜

厚には個体差があるため [75]、発情周期における子宮内膜厚の変化を比較す

るには子宮内膜厚の実測値を補正する必要があった。未経産牛を供試する場

合は子宮の大きさによる個体差が小さく、比較しやすいという利点があるが

[56]、経産牛を供試する場合には子宮内膜厚を客観的に評価する手法を確立

するための試験も必要となる [75]。本章においては、すべての子宮内膜厚測

定値を黄体期である排卵後 13 日目の測定値に対する変化の割合に換算し

（図 5b）、子宮内膜厚変化率として比較解析した。この子宮内膜厚の標準化

手法により、子宮内膜厚の個体差が補正され、発情周期中の子宮内膜厚の変

化を比較することが可能となった。黄体期の 1 日の子宮内膜厚測定値を基準

値に設定することは、子宮内膜浮腫の影響が小さいこと、子宮内容物（粘液）

がないこと、子宮収縮の影響が少ないこと [10]などの要因で最も誤差範囲が

小さく、卵胞期の子宮内膜厚の増加の程度を比較評価しやすい利点がある。

本章では排卵後 13 日目の子宮内膜厚測定値を基準値として設定したが、黄

体期（排卵後 5、7、9、11、13、15 および 17）のいずれの日の測定値を基

準とした場合でも、子宮内膜厚変化率で示した子宮内膜厚の変化は同様の結

果であった。したがって、子宮内膜厚の標準化の基準値は排卵後 13 日目に

限定されず、黄体期（排卵後 5～17 日目）のいずれかの日の測定値を基準値

に設定することが適していると判断された。  

 卵胞期における 6 時間間隔の超音波検査で子宮内膜厚を検査した時、各検

査間での子宮内膜厚の変動が大きく、子宮内膜厚の測定値が波状の推移を示

す場合が散見された。子宮内膜厚が波状の推移を示した理由として、子宮収

縮や直腸の収縮が挙げられる。直腸検査や超音波診断装置のプローブによる
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刺激は子宮収縮や直腸の収縮を促進する可能性がある。しかし、超音波検査

動画を録画したビデオの解析により、超音波検査中の子宮収縮時に子宮角横

断面が変形しても、子宮内膜厚の変動はわずかであったことが確認された。

したがって、超音波検査時の刺激により生じた子宮収縮は、子宮内膜厚に大

きく影響したとは考えられなかった。本章の子宮内膜厚の測定値は、子宮角

横断面の子宮内膜領域の長径および短径の平均を算出し、子宮内腔領域を有

する場合には子宮内膜領域と同様の方法で算出して子宮内膜厚測定値から

減じていたため、子宮内膜が変形しても誤差範囲の小さい一定の値を得られ

たと考えられた。この子宮内膜厚の測定方法に加え、超音波検査中の子宮操

作に細心の注意を払ったことも子宮収縮を誘引する刺激が抑えられ、子宮内

膜厚測定値に対する影響を最小限に抑えることができた要因であると推察

された。本章の研究における超音波検査部位は、検査毎の測定の再現性を高

めるために子宮の角間間膜付着部位とした [68]。しかしながら、毎回の検査

で常に子宮角の全く同じ位置および横断面描出角度で超音波診断装置のプ

ローブを当てることは困難である。超音波検査時の検査部位、プローブの角

度の違いは描出される超音波画像中の子宮内膜の大きさや形状に影響する

ため、卵胞期における 6 時間間隔の超音波検査において子宮内膜厚の波状の

推移を生じた可能性が考えられた。  

本章において、9 頭の供試牛（No. 1～9）の卵胞期（排卵前 60～6 時間、

図 5a）の子宮内膜厚は黄体期（排卵後 5～17 日目、図 5a）に比べて有意に

厚かった（P < 0.05）。これらの結果は、牛子宮内膜厚は発情周期に応じて変

化したとする過去の報告 [18, 56, 57, 75]に対し、発情周期内におけるより詳

細な変化を示すことができた。また、子宮内膜厚は排卵前 3～4 日頃に増加

し始め [18, 56, 57, 75]、排卵後 1～3 日頃に減少した [18, 34, 56, 75]という

報告とも類似していた。牛子宮内膜厚は卵胞期と黄体期で周期的変化を繰り
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返し、E2 濃度が上昇する卵胞期の子宮内膜厚が黄体期よりも有意に増加し

たことから、子宮内膜厚の増加には性ステロイドホルモン、特に E2 が関与

することが推測された。  

本章では、子宮内膜厚とその調節に関与する性ステロイドホルモン（P4 お

よび E2）の変化を解明するために 6 時間間隔の超音波検査および採血によ

り子宮内膜厚およびホルモン濃度を測定した。これまでの研究報告では、性

ステロイドホルモンは発情周期中の子宮内膜の機能や形態の変化を調節す

る中心的な役割を果たすことが示唆されてきた [10, 18, 31, 56, 57]。E2 濃度

と子宮内膜厚の関係は人 [5, 39, 83]、ラット [85]、羊 [60]において報告されて

いるが牛に関する報告は少ない。Souza ら [75]の報告によれば、E2 に加えて

牛子宮内膜厚の変化には P4 濃度が重要であることが示唆されており、排卵

前後の P4 濃度が高い場合（≥ 0.5 ng/ml）は子宮内膜厚が薄くなり（≤ 8 mm）、

逆に P4 濃度が低い場合（< 0.5 ng/ml）には子宮内膜厚が厚くなる（> 8 mm）

という結果が示されている。本章の研究結果より、自然発情群において、P4

濃度が低下し始めた（排卵前 138 時間、表 4、図 6）後に子宮内膜厚が増加

し始めた（排卵前 114 時間）こと、また、誘起発情群において、P4 濃度が低

下した時（排卵前 144 時間、表 5、図 7 または PGF2α処置後 6 時間、表 6、

図 8）に子宮内膜厚が増加し始め、P4 濃度が基底レベルに到達した（排卵前

78 時間または PGF2α処置後 18 時間）後に子宮内膜厚がピークレベルに到

達した（排卵前 66 時間または PGF2α処置後 24 時間）ことから、P4 濃度低

下は子宮内膜厚の増加開始に関与していると考えられた。一方で、自然発情

群、誘起発情群ともに子宮内膜厚の変化は E2 濃度および E/P 比の変化と相

似していた（図 6～8）。P4 濃度が低値で推移する卵胞期の E/P 比は E2 濃度

を反映しやすく、すなわち、E2 濃度が卵胞期の子宮内膜厚に対する増加促進

や維持といった役割を果たしていることが推察された。しかしながら、自然
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発情群では E2 濃度がピークレベルに到達する（排卵前 54 時間）よりも早

い段階で子宮内膜厚がピークレベルに達した（排卵前 96 時間）ことから、

ピークレベル到達前の E2 濃度でも子宮内膜厚増加促進には十分である可能

性が示唆された。子宮内膜厚変化率、P4 および E2 濃度の変化を解析した本

章のこれら結果より、P4 濃度の低下は子宮内膜厚増加開始の役割があり、E2

濃度は子宮内膜厚の増加を促進する役割を果たしている可能性が示唆され

た。しかしながら、子宮内膜厚の変化に最も重要な因子は P4 濃度および E2

濃度のいずれであるのか、あるいは P4 濃度と E2 濃度のバランス（E/P 比）

が子宮内膜厚に影響するのか、本章の結果から明確にすることはできなかっ

た。  

これまでに、未経産牛の自然発情周期における子宮体部の子宮壁（子宮漿

膜面から子宮内腔）の厚さを観察した研究 [56]、あるいは経産牛の誘起発情

における人工授精前後の子宮角の子宮内膜厚に関する研究が報告されてい

る [75]。これらの研究報告ではそれぞれ使用された供試動物の条件、あるい

は子宮の超音波検査部位や測定方法が異なり、直接比較することが困難であ

った。そこで、本章の研究では、乳牛の自然発情と誘起発情における子宮内

膜厚、P4 および E2 濃度の変化を直接比較検討した。その結果、自然発情群

では P4 濃度が低下し始め（排卵前 138 時間）、子宮内膜厚が増加してピーク

レベル到達（排卵前 96 時間）までの所要時間は 42 時間であり（表 4、図 6）、

誘起発情群では PGF2αを用いて発情誘起処置後に P4 濃度が低下し始め

（PGF2α処置後 6 時間）、子宮内膜厚が増加してピークレベル到達（PGF2α

処置後 24 時間）までの所要時間は 18 時間であった（表 6、図 8）。また、誘

起発情群の子宮内膜厚は排卵前 60、54、36、30、18 および 12 時間におい

て自然発情群よりも有意に厚く（図 9）、子宮内膜厚変化率の最高値は自然発

情群で 1.38、誘起発情群で 1.61（排卵基準）および 1.54（PGF2α処置基準）
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であった（表 7、図 9）。これらの結果は、誘起発情群の子宮内膜厚は自然発

情群に比べて短時間で有意に厚くなることを示唆している。黄体退行を誘起

してから 24 時間以内に子宮内膜厚が最も厚くなったという報告 [75]と、自

然発情において排卵の 3～4 日前に子宮内膜厚が増加し始めて排卵の 1 日前

に最も厚くなったという報告 [56]も合わせて考慮し、乳牛の誘起発情では自

然発情と比較して、PGF2α処置後に子宮内膜厚が急速かつ有意に増加すると

考えられた。  

 一般的に、発情誘起（PGF2α処置）時の黄体や卵胞などの卵巣構造物の大

きさが同様の状態の牛群の場合、処置から排卵までの所要時間の誤差範囲が

小さくなり、黄体退行処置の効果が集約される。本章の誘起発情群は機能性

黄体を有し、主席卵胞に成長すると予測される大卵胞（≥ 10 mm）の存在下

（排卵後 6～７日目または 14 日目）で PGF2αを投与された。その結果、誘

起発情群における P4 濃度の低下、E2 濃度の上昇および子宮内膜厚の増加の

開始は同時（PGF2α処置後 6 時間、表 2）に起こり、このことが自然発情群

に比べて子宮内膜厚が短時間で有意に厚くなったことにつながったと考え

られた。子宮内膜厚が排卵前 66 時間にピークレベルに達し、E2 濃度が排卵

前 54 時間でピークレベルに到達した自然発情群の場合とは逆に、誘起発情

群における E2 濃度は PGF2α処置後 12 時間でピークレベルに達し、処置後

24 時間でピークレベルに達した子宮内膜厚よりも 12 時間早い変化を遂げ

た。誘起発情群における P4 および E2 濃度が PGF2α処置後同時に変化し始

め、かつ急速に変化したことが相乗効果となり、自然発情群よりも有意な子

宮内膜厚増加につながった可能性が考えられた。P4 および E2 の作用を解明

することは、誘起発情における急速、かつ自然発情時よりも有意な子宮内膜

厚増加の過程を明らかにすることができると考えられる。  

 子宮内膜厚の調節に関わる P4 および E2 の作用を解明するためには、血管
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透過性や血管新生の調節効果をもたらす血管内皮細胞成長因子（VEGF）の

ような、子宮内膜に浮腫を誘引する生理学的機序を検査する必要がある。こ

れまでに、齧歯類 [17, 63, 72]や人 [14]において、エストロジェンが血管透過

性亢進因子である VEGF を増加させることによって子宮内膜に浮腫を誘引

することが報告されてきた。E2 はさらに子宮内膜の毛細血管量の増加に関

係していることが羊 [35, 60]および牛 [21]で報告されている。牛の子宮内膜

においても、VEGF mRNA の発現は発情時に、VEGF 蛋白の発現は黄体期

初期に最も高かったと報告されており [77]、E2 と VEGF との関連が示唆さ

れている。齧歯類の子宮 [17]、サルの子宮内膜 [26]、および人の子宮内膜間

質細胞 [70]において、プロゲスチンも VEGF の発現を調節していることが報

告されている。しかしながら、プロゲスチンの子宮内膜に対する浮腫、血管

透過性、血管新生などの作用の強度はエストロジェンに比べて小さく、作用

発現も緩徐である [17, 32]。P4 および E2 に関与し、子宮内膜浮腫を起こすと

推測される牛子宮内膜の VEGF や種々の関連分子の生理的機序を分析する

ことは、P4 および E2 の子宮内膜厚調節の作用機序を解明することにつなが

ると考えられる。したがって、今後は牛の黄体退行期から排卵までの間の子

宮内膜厚および性ステロイドホルモンの変化に加えて、子宮内膜浮腫を起こ

す因子を解析する必要がある。  
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5. 小括  
 

 自然発情および誘起発情における牛子宮内膜厚の周期的変化とそれに関

わるプロジェステロン（P4）およびエストラジオール（E2）の変化を解明す

るため、超音波検査とホルモン測定を行った。ホルスタイン種経産牛 15 頭

を供試し、いずれの供試牛も 1 回目の発情を誘起し、2 回目の発情は自然ま

たは誘起発情とし、自然発情群と誘起発情群に分けた。子宮内膜の測定部位

は左右子宮角の角間間膜付着部とし、子宮内膜領域の長径および短径の平均

値を算出し、さらに左右で平均した値を子宮内膜厚とした。  

すべての子宮内膜厚測定値は排卵後 13 日目の測定値に対する変化率に換

算することによって、個体差を補正することが可能であった。自然発情群で

は、P4 濃度の低下開始、E2 濃度の上昇開始、次いで子宮内膜厚の増加が認

められた。誘起発情群で排卵を 0 時間とした場合、P4 濃度の低下および子

宮内膜厚の増加は同時に開始し、次いで E2 濃度が上昇したが、プロスタグ

ランジン（PG）F2α処置を 0 時間とした場合、P4 濃度の低下、E2 濃度の上

昇、子宮内膜厚の増加の開始は PGF2α処置後 6 時間で同時に起こった。  

これらの結果より、P4 濃度の低下が子宮内膜厚増加開始の役割を果たし、

E2 濃度の上昇は子宮内膜厚増加を促進することが示唆された。一方で、誘起

発情群の子宮内膜厚は、排卵前 60～12 時間の間で自然発情群よりも有意に

厚くなった（P < 0.05）。これは、誘起発情群の P4 および E2 濃度が PGF2α

処置後同時かつ急速に変化したことが影響したと考えられた。牛子宮内膜厚

を調節する P4 および E2 の作用機序を解明するためには、子宮内膜厚増加の

主因である浮腫に関与し、ステロイドホルモンの影響を受ける生理学的因子

の検討も必要である。  
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第Ⅱ章  乳牛の子宮内膜厚に対するプロジェステロンおよびエ

ストラジオールの作用機序の解明  

 

1. 序文  
 

第Ⅰ章において、乳牛の子宮内膜厚は血中の性ステロイドホルモン濃度の

影響を受けて発情周期中に変化し、誘起発情における子宮内膜厚の変化率は

自然発情と比較して有意に高いことが明らかとなった。また、卵胞期にプロ

ジェステロン（P4）濃度が低下し、エストラジオール（E2）濃度の上昇に伴

って子宮内膜厚が増加する一連の変化より、P4 濃度の低下は子宮内膜厚増

加開始に関係して作用し、E2 濃度は子宮内膜厚の増加を促進する役割を果

たしている可能性が示唆された。脱落膜を形成する齧歯類や霊長類では P4

および E2 は共に子宮内膜厚の増加に作用するとされている [17, 70]。齧歯類

および霊長類において、P4 および E2 は血管内皮細胞成長因子（VEGF）を

増加させ（ただし、P4 の作用は E2 ほど急速で強くはない）、VEGF が血管内

皮細胞膜上の VEGF 受容体に結合することによって血管内皮細胞を活性化

する。活性化した血管内皮細胞はタンパク分解酵素であるマトリックスメタ

ロプロテアーゼ（MMP）を分泌し、血管基底膜や間質細胞成分を分解する。

その結果、血管透過性が亢進して子宮内膜に浮腫が生じると同時に、血管内

皮細胞が遊走・増殖して血管新生が生じ、子宮内膜の増殖に作用する。一方

で、脱落膜を形成しない牛では子宮内膜厚に対する P4 および E2 の作用は齧

歯類や霊長類とは異なる可能性があるが、その作用機序は明らかにされてい

ない。牛子宮内膜における VEGF mRNA 発現は、黄体期に比べて発情期に

有意に高かったことから [77] 、卵胞期に低 P4 濃度環境下で E2 濃度が上昇

し、牛子宮内膜に浮腫が生じてその厚さが増加する機序にも、VEGF が関与
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しているものと予測される。VEGF は 7 つのファミリー（VEGF-A～E、胎

盤増殖因子 ;PlGF-1～2）からなり、VEGF 受容体は VEGF 受容体 1～3 まで

確認されている（表 8） [69]。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VEGF-A および B は VEGF 受容体 1 に結合し、血管新生や単球走化性の促

進に作用する。VEGF-A、C、D および E は VEGF 受容体 2 に結合し、血管

新生や血管透過性亢進に作用する。VEGF-C および D は VEGF 受容体 3 に

も結合し、リンパ管新生に関わる。これらのうち、VEGF-A は VEGF 受容

体 1 および受容体 2 の双方に結合可能であり、VEGF-A のサブタイプの中

でも VEGF165 は生体内に最も多く存在することが知られている [20]。

表 8 

VEGF 受容体と VEGF ファミリー 

受容体  
リガンドとなる 

VEGF ファミリー 
主な作用  

VEGF 受容体 1 

VEGF-A* 

VEGF-B 

PlGF-1 

PlGF-2 

・血管発生および新生誘導  

・単球走化性誘導  

・胎盤調節  

VEGF 受容体 2 

VEGF-A* 

VEGF-C 

VEGF-D 

VEGF-E 

・血管新生誘導  

・血管透過性亢進  

・VEGF-E により強い血管新生  

活性と血管透過性亢進活性  

VEGF 受容体 3 
VEGF-C 

VEGF-D 

・胎生期の血管調節  

・リンパ管新生  

  *VEGF-A は VEGF 受容体 1 との親和性は高いが作用は弱く、VEGF 受容体

2 との親和性は低いが作用は強く発現する  
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VEGF165 は胎生期の血管形成や齧歯類や霊長類の子宮内膜の増殖時に他の

サブタイプよりも高度に、かつ強力な血管新生作用を発現する [8, 84]。一方、

牛の生殖器における VEGF の発現は VEGF165 についての研究報告が最も多

く、一次卵胞から二次卵胞への成熟の促進 [89]、黄体における脈管形成 [9]、

卵管の収縮などに関わることが報告されている [22, 81]。牛の非妊娠期の子

宮内膜における VEGF165 の発現も確認され、プロスタグランジン（PG）F2

αの産生調節に関わることが示唆されている [77]。  

本章では、乳牛の子宮内膜厚の調節に関わる P4 および E2 の作用機序を明

らかにすることを目的とし、まず黄体期における E2 処置により高 P4 濃度環

境における高 E2 濃度環境を作出し、子宮内膜厚へ及ぼす影響を観察した。

次に、卵巣摘出牛を作出し、外因性性ステロイドホルモン（無処置、P4 単独

処置、P4 および E2 の併用処置、E2 単独処置）の子宮内膜厚に及ぼす影響を

観察した。また、子宮内膜厚の変化に関与すると考えられる液性因子

（VEGF165）およびその受容体（VEGF 受容体 1、VEGF 受容体 2）あるい

は性ステロイドホルモン受容体の発現量を定量することによって、性ステロ

イドホルモンによる子宮内膜厚調節機序を検討した。  

 

 

2. 材料および方法  
 

1）供試動物  

本章は酪農学園大学動物実験指針に基づいて適正に実施された（承認番

号：VH16C9）。酪農学園大学動物医療センター実習棟の非搾乳牛 10 頭

（初産牛 4 頭、2 産以上の牛 6 頭、表 9）を供試した。供試牛は繋牛舎で飼

養され、National Research Council（NRC、2001 年）に準拠した栄養要
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求量を満たす分離給餌であった。本章の試験開始にあたり、供試牛に対し

直腸検査、腟検査 [82]、生殖器 [66]および卵巣構造物 [67]の超音波検査、子

宮内膜細胞診 [65]などの検査によって臨床的に正常で、生殖器に異常を認

めない牛が選抜された。なお、本章の試験中に何らかの繁殖障害を呈した

牛は供試から除外された。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2）発情誘起と発情発見  

 すべての供試牛は、第Ⅰ章 2. 材料と方法 2）発情誘起と発情発見と同様

に、腟内留置型プロジェステロン徐放剤（CIDR1900、ゾエティス・ジャ

表 9 

第Ⅱ章の研究における供試牛の使用内訳  

産次数および試験区分  
供試牛  No. 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

産次数  7 5 3 2 1 4 3 1 1 1 

試験区分            

（1）黄体期における E2 処置            

EB 群  ● ● ● ● ● ●     

対照群       ● ● ● ● ● 

（2）無処置  ● ● ● ●       

（3）P4 単独処置  ● ● ● ●       

（4）P4＋E2 処置  ● ● ● ●       

（5）E2 単独処置  ● ● ● ●       

No. 1～4 の供試牛は（1）黄体期における E2 処置試験後に卵巣摘出術を実施

し、（2）以降の試験に供試した。 

P4：プロジェステロン、E2：エストラジオール、EB：安息香酸エストラジオール 
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パン）と PGF2α（ジノプロストトロメタミン、プロナルゴン F、ゾエティ

ス・ジャパン）25 mg を組み合わせたプログラムにより、発情を誘起され

た。検査実施時には毎回 2 名で 30 分間以上供試牛の発情行動を観察した。

本章の研究は、フリーストール牛舎よりも発情発見が低下する繋牛舎にて

飼養された牛を供試したため、透明で多量の牽糸性粘液の陰部からの漏

出、咆哮、隣接牛への顎乗せ行動、乗駕行動などの発情行動の発見により

発情と判断した。  

 

3）卵巣摘出手術  

 2 産以上の供試牛 6 頭のうち 4 頭（No. 1～4、表 9）に左膁部切開による

卵巣摘出術を実施した。No. 1～4 の 4 頭の供試牛にはキシラジン（セラク

タール 2％注、バイエル薬品、東京）0.1 mg/kg による鎮静処置下で全身麻

酔薬としてペントバルビタール（ソムノペンチル、共立製薬、東京）8 mg/kg

を導入した。また、切開部は塩酸プロカイン（動物用塩プロ注、共立製薬）

による局所麻酔を施した。卵巣摘出牛は 1 週間の回復期間を設け、その後実

験に供試した。  

 

4）超音波検査による子宮内膜厚および卵巣構造物の評価  

 超音波検査診断装置の設定は第Ⅰ章 2. 材料と方法 3）超音波検査（1）機

器の設定に準じた。超音波検査による子宮内膜厚および卵巣構造物の評価は、

同（2）子宮内膜厚の評価および同（3）卵巣構造物の評価にそれぞれ準じた。

排卵のタイミングは前章と同様に、排卵が確認された検査時とした。主席卵

胞は直径 10 mm 以上、かつ次席卵胞との差が 2 mm 以上の卵胞とし [73]、

すべての供試牛において最後に確認された発情徴候あるいは発情行動から

48 時間以内に主席卵胞の排卵が認められた。  
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5）採血および血中性ステロイドホルモンの測定  

 採血および血漿中の性ステロイドホルモン（P4 および E2）濃度の測定は

第Ⅰ章 2. 材料と方法 4）採血および 5）ステロイドホルモンの測定に準じ

た。本章の研究の測定内および測定間変動は P4 濃度測定においてそれぞれ

6.3％および 17.2％、E2 濃度の測定において 5.2％および 19.1％であった。  

 

6）子宮内膜組織の採取（子宮内膜バイオプシー） 

 子宮内膜組織の採取は、必要に応じて 2％リドカイン（キシロカイン 2％

注、アスペンジャパン K.K.、東京）による尾椎硬膜外麻酔処置下でバイオプ

シーガン（子宮内膜組織採取器澤向式、富士平工業、東京、図 10）を用いて

実施した。子宮内膜組織の採取法として、まず、外陰部を清拭し、ビニール

の鞘カバーを施した滅菌バイオプシーガンを腟内に挿入した。人工授精時の

直腸腟法と同様に、直腸壁越しに子宮を触診し、腟内に挿入したバイオプシ

ーガンの先端を外子宮口まで誘導した。外子宮口への挿入直前に、バイオプ

シーガンのビニール鞘カバーを破り、バイオプシーガンのみを子宮頸管から

子宮体および子宮角内へと挿入した。その際には柔軟な子宮内膜を傷つけな

いよう細心の注意を払った。バイオプシーガンを子宮角分岐部から卵管接合

部のおおよそ中間地点までゆっくりと挿入したところで、バイオプシーガン

の内筒を 5 cm 程度引き抜き、子宮角内でバイオプシーガンの先端の採取溝

（15 × 4 mm、図 10e）を露出させた。直腸壁越しに子宮内膜組織をバイ

オプシーガンの採取溝へ押しつけ、引き抜いていた内筒を先端方向へスライ

ドさせる（押し戻す）要領で子宮内膜組織を切り取り採取した。子宮内膜組

織は、子宮角内採取部の 12 時、3 時、9 時方向の 3 箇所のから採取し、左右

の子宮角で同様に行った。採取した子宮内膜組織は素早く計量した後すぐに

RNA 安定溶液（RNA レーター、Thermo Fisher Scientific、Waltham、MA、
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USA）に浸漬し、24 時間以上 4℃冷蔵保存した。その後、子宮内膜組織を再

度計量し、新しいマイクロチューブに移して RNA の抽出まで -30℃で冷凍保

存した。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a 

b 

c 
d 

e f 

図  10. 子宮内膜バイオプシーガン（子宮内膜採取器）  

a. 組織押し出し棒（バイオプシーガン内の組織を取り出す際に使用） 

b. ビニール鞘カバー 

c. 内筒  

d. 外套  

e. 外套先端の組織採取溝（15 × 4 mm） 

f. 外套に内筒を挿入し、採取溝部分に子宮内膜組織を押し付け、内筒を 

先端方向へスライドさせることで子宮内膜組織を採取  
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7）リアルタイム PCR 

本章の研究において採取した牛子宮内膜組織の total RNA の抽出には

RNA 抽出キット（SV Total RNA Isolation System、Promega、Madison、

WI、USA）を用い、分光光度計（BioSpec-nano、島津製作所、京都）によ

り定量した 1000 ng の total RNA を逆転写反応キット（ReverTra Ace® 

qPCR RT Master Mix、東洋紡、大阪）を用いて逆転写反応を行い、cDNA

を作製した。作製した cDNA を鋳型に、リアルタイム PCR により子宮内膜

組織中のプロジェステロン（P）受容体、エストロジェン（E）受容体α、E

受容体β、VEGF 受容体 1、VEGF 受容体 2、VEGF の mRNA 発現量を測定

した。測定には THUNDERBIRD® SYBR® qPCR Mix（QPS-201、東洋紡）

および LightCycler® 480 ver.2（Roche Diagnostics、Indianapolis、IN、

USA）を用いた。反応液は一反応あたり qPCR-Mix 5 µl、Forward Primer 

1.5 µl（3 pmol）、Reverse Primer 1.5 µl（3 pmol）、cDNA 溶液 2 µl（RNA

量として 20 ng）になるように調整し、合計液量は 10 µl とした。増幅条件

はキットの使用標準書に従い、P 受容体、E 受容体α、E 受容体β、VEGF

受容体 1、VEGF 受容体 2 については初期変性（95℃60 秒）の後、変性

（95℃15 秒）、アニーリング（60℃30 秒）および伸長反応（72℃45 秒）を

40 サイクル行った。VEGF については山田らの方法に従い [87]、初期変性

（90℃60 秒）の後、変性（95℃15 秒）、アニーリング（55℃15 秒）および

伸長反応（70℃30 秒）を 40 サイクル行った。各遺伝子特異的プライマーの

塩基配列および増幅条件を表 10 に示した。各種 mRNA の発現量はβactin

の発現量を内部標準として補正し、比較 Ct（Threshold Cycle）値法により

mRNA の相対的発現量を比較した。各種 mRNA の発現量の算出方法は以下

の通りである。  

   発現量  = 定量対象の Ct/βactin の Ct 
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8）試験プロトコール 

（1）高 P4 環境下（黄体期）における E2 処置  

 供試牛へのホルモン処置、子宮内膜バイオプシー、超音波検査および採血

スケジュールを図 11 に示した。本章の 2. 材料と方法 2）発情誘起と発情発

見で述べた CIDR および PGF2αを用いた方法にて、すべての供試牛 10 頭に

発情を誘起し（のべ 11 回、表 9）、排卵を確認した。排卵を 0 日として、第

1 卵胞発育波における主席卵胞が決定する時期である排卵後 5～6 日目（黄

体期）の間に超音波検査で主席卵胞と黄体の存在を確認し、1 頭あたり安息

香酸エストラジオール（EB; オバホルモン、あすか製薬、東京）2 mg を 1

回投与した 6 頭（図 11 上段）を EB 群とし、ホルモン剤を無処置のまま経

過観察した 5 頭（図 11 下段）を対照群とした。供試牛のうち 1 頭（No. 6）

は EB 群および対照群の両群に供試した（表 9）。子宮内膜バイオプシーは両

群とも排卵後 3 日目に 1 回実施した。さらに、EB 群では排卵後 5～6 日目

の EB 投与 12 時間後に 1 回、対照群では排卵後 5 日目に 1 回子宮内膜バイ

オプシーを実施した。なお、E2 製剤投与後の血中 E2 濃度は、投与量に関わ

らず、投与後 12 時間前後で最高濃度に達することが複数報告されているた

め [53, 74]、本章の研究において EB 投与後の子宮内膜バイオプシーは EB

投与 12 時間後に設定した。超音波検査および採血は両群とも PGF2α処置か

ら排卵までは 12 時間間隔で行い、排卵から排卵後 9～10 日目までは 6 時間

間隔で実施した。排卵後 9～10 日目に第 2 卵胞発育波の発現を確認した後、

12 時間間隔で 2 回超音波検査および採血を実施した。子宮内膜バイオプシ

ーにより採取した子宮内膜組織中の P 受容体、E 受容体α、E 受容体β、

VEGF 受容体 1、VEGF 受容体 2、VEGF の mRNA 発現量をリアルタイム

PCR により測定した。  

 本章の研究のスケジュールとは別の期間において、本章の 2. 材料と方法
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2）発情誘起と発情発見で述べた CIDR および PGF2αを用いた方法にて供試

牛（n = 10）に発情を誘起し、発情時（PGF2α処置後 2～4 日、n = 9）およ

び黄体期（排卵後 10 日目、n = 10）に子宮内膜バイオプシーを実施した。

採取した子宮内膜組織中の P 受容体、E 受容体α、E 受容体β、VEGF 受容

体 1、VEGF 受容体 2、VEGF の mRNA 発現量をリアルタイム PCR により

測定し、本章の研究における発情期および黄体期の発現量として示した。  

（2）卵巣摘出牛に対する無処置での観察  

 供試牛（n = 4、表 9）へのホルモン処置、子宮内膜バイオプシー、超音波

検査および採血スケジュールを図 12 に示した。本章の 2. 材料と方法 3）卵

巣摘出術で述べた方法にて、4 頭の供試牛の両卵巣を摘出した。卵巣摘出手

術日を 0 日として 1 週間の回復期を経て、術後 7～9 日の間に無処置で 6 時

間間隔の超音波検査を 8 回実施した（図 12 上段）。その間、1 回子宮内膜バ

イオプシーを行った。  

（3）卵巣摘出牛への P4 単独処置  

P4 単独の子宮内膜厚への効果を調査するため、P4 単独処置として CIDR

のみを使用した（図 12 上段）。卵巣摘出術後 13 日目に CIDR を 2 本同時に

腟内に挿入し、5 日間留置した。術後 18 日目に 2 本のうちの 1 本の CIDR

を抜去した。翌日の術後 19 日目に残りの 1 本の CIDR を抜去した。超音波

検査は CIDR 挿入の 12 時間前より開始し、12 時間間隔で術後 17 日目（2

本中 1 本の CIDR 抜去 24 時間前、2 本目の CIDR 抜去 48 時間前）まで継

続した。その後、6 時間間隔の超音波検査に切り替え、術後 21 日目（2 本目

の CIDR 抜去 48 時間後）まで継続した後、12 時間間隔の超音波検査を実施

した。なお、この 12 時間間隔の超音波検査は次の試験区である P4 および E2

併用処置期間中まで継続した。子宮内膜バイオプシーは CIDR による 5 日間

の P4 感作後となる術後 18 日目（1 本目の CIDR を抜去する直前）、術後 20
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日目（2 本目の CIDR 抜去の 24 時間後）および術後 22 日目（2 本目の CIDR

抜去 72 時間後）に 1 回実施した。  

（4）卵巣摘出牛への P4 および E2 併用処置  

P4 および E2 による子宮内膜厚への効果を調査するため、P4-E2 併用処置

として CIDR と EB を使用した際の変化を観察した（図 12 中段）。卵巣摘出

牛において CIDR により維持された P4 濃度は CIDR 抜去後 24 時間以内に

低下し、P4 の効力を失うと報告されているため [44]、前試験区の P4 単独処

置の 2 本目の CIDR 抜去後 3 日間を空けてから本試験区である P4-E2 併用

処置を実施した。術後 22 日目に CIDR を 2 本同時に腟内に挿入して 5 日間

留置し、術後 27 日目に 2 本のうちの 1 本の CIDR を抜去した。翌日の術後

28 日目に残りの 1 本の CIDR を抜去すると同時に、体重（BW）1 kg あた

り EB 2 µg を投与した。EB は予め滅菌した植物油（コーン油、和光純薬、

東京）を溶媒として 0.5 mg/ml になるよう調整したものを用いた [51]。超音

波検査は前試験区の P4 単独処置試験から継続しており、術後 21 日目（CIDR

挿入の 24 時間前）より 12 時間間隔の超音波検査を開始し、術後 26 日目（2

本中 1 本の CIDR 抜去 24 時間前、2 本目の CIDR 抜去 48 時間前）まで継

続した。その後、6 時間間隔の超音波検査に切り替え、術後 31 日目（2 本目

の CIDR 抜去 72 時間後）まで継続した後、12 時間間隔の超音波検査を術後

32 日目まで実施した。子宮内膜バイオプシーは、術後 28 日目（2 本目の

CIDR 抜去の 12 時間後）および術後 31 日目（2 本目の CIDR 抜去の 72 時

間後）に 1 回ずつ実施した。  

（5）卵巣摘出牛への E2 単独処置  

E2 単独の子宮内膜厚への効果を調査するため、E2 単独処置として EB の

みを使用した際の変化を観察した（図 12 下段）。合成型 E2 製剤である EB

は天然型よりも体内での代謝に時間がかかるため作用時間が持続するとさ
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れ、卵巣摘出牛への EB 処置において E2 の効果が 9 日間持続したという報

告があるため [43]、前試験区の P4-E2 併用処置の EB 投与から 11 日間を空

けて本試験区である E2 単独処置を実施した。術後 39 日目に EB 2 µg/kg BW

を供試牛に投与した。超音波検査は術後 38 日目（EB 投与 24 時間前）より

開始し、6 時間間隔で術後 42 日目（EB 投与 72 時間後）まで継続した。そ

の後、術後 43 日目まで 12 時間間隔の超音波検査を実施した。子宮内膜バイ

オプシーは術後 39 日目（EB 投与 12 時間後）および術後 42 日目（EB 投与

72 時間後）に 1 回実施した。  

（2）～（5）において子宮内膜バイオプシーにより採取した子宮内膜組織中

の P 受容体、E 受容体α、E 受容体β、VEGF 受容体 1、VEGF 受容体 2、

VEGF の mRNA 発現量をリアルタイム PCR により測定した。  
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図 11. 黄体期におけるホルモン処置スケジュール

すべての供試牛（n = 10）に腟内留置型プロジェステロン徐放剤（CIDR）とプロス

タグランジン（PG）F2αを組み合わせた処置によってのべ11回の発情を誘起し、排

卵を確認した（表9） 。黄体期である排卵後5～6日目の間に主席卵胞の存在を確

認し、安息香酸エストラジオール（EB）2 mgを1回投与した6頭（図11上段）をEB

群とし、ホルモン剤無処置の5頭（図11下段）を対照群とした。子宮内膜バイオプ

シーは両群とも排卵後3日目に1回実施し、さらに、EB群はEB投与12時間後に1

回、対照群は5日目に1回実施した。図は排卵日を0日とした。

*EB群において、EBは排卵後5～6日目の間に1回投与された。
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E2 単独処置

図 12. 卵巣摘出牛におけるホルモン処置スケジュール

4頭の卵巣摘出牛に対し、無処置、プロジェステロン（P4）単独処置：腟内留置型

P4製剤（CIDR）のみ、P4およびエストラジオール（E2）併用処置：CIDR-安息香

酸エストラジオール（EB）、E2単独処置：EBのみを行った。時間軸の上段は術

後日数、下段は2本目のCIDR抜去またはEB投与後経過時間を示した。

*CIDRは2本同時に挿入し、挿入から5日目に1本、6日目にもう1本を抜去した。

†12時間間隔の超音波検査をCIDR挿入の12時間前より開始した。

‡P4単独処置時のCIDR抜去後時間を表す。

§P4単独処置の試験区分に属するものとした。
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9）統計処理  

それぞれの測定値は平均値  ± 標準誤差で示した。  

前章における検討より、子宮内膜厚の標準化基準日は黄体期（排卵後 5～

17 日）のいずれかの日に設定することが適切であったため、本章の研究に

おいては排卵後 9 日目を基準日とし、すべての子宮内膜厚測定値を基準日の

測定値に対する変化率に換算して示した。高 P4 環境下（黄体期）における

E2 処置において、EB 群および対照群における P4 濃度、E2 濃度および子宮

内膜厚変化率は二元配置分散分析重複測定を行った後、必要に応じて post 

hoc test として Student ’s t-test を用いて同一検査日の 2 群間の比較検定を

行った。また、EB 群における EB 投与前後の E2 濃度および子宮内膜厚変化

率の変化の解析には Dunnet の多重比較検定を行った。EB 群および対照群

の mRNA の発現量の比較には二元配置分散分析重複測定を行った後、必要

に応じて post hoc test として Student ’s t-test を行った。発情期および黄体

期に採取した子宮内膜組織中の mRNA 発現の 2 群間比較には Student ’s t-

test を用いた。  

本章の研究の試験計画の（2）以降は卵巣摘出後であり黄体期という区分

がないため、試験計画の（2）においては、無処置で超音波検査を行った 8 回

分の子宮内膜厚測定値の平均値を子宮内膜厚標準化の基準値として用いた。

卵巣摘出牛に対する P4 単独処置および P4-E2 併用処置における P4 濃度、P4-

E2 併用処置および E2 単独処置における E2 濃度および子宮内膜厚変化率に

ついて、二元配置分散分析重複測定を行った。同一群内における異なる検査

日の 2 群間比較には子宮内膜厚変化率およびホルモン濃度の変化を解析し

た。その解析結果は第 1 章と同様に解釈した（図 4 参照）。mRNA 発現量の

比較にはまず、卵巣の有無による子宮内膜組織中の mRNA 発現への影響を

検討した。発情期および黄体期の子宮内膜組織中の mRNA 発現量と卵巣摘
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出術後の無処置時に採取した子宮内膜組織中の mRNA 発現量を Tukey-

Kramer 多重比較検定を用いて比較した。次いで、卵巣摘出後の無処置、P4

単独処置、P4-E2 併用処置、E2 単独処置時の子宮内膜組織中の mRNA 発現

量を Tukey-Kramer 多重比較検定を用いて比較した。  

本章のいずれの検定結果も P < 0.05 をもって有意差ありと判定した。こ

れらの解析には、統計解析ソフト（Statcel 第 3 版、OMS 出版、埼玉）を使

用した。  
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3. 結果  
 

1）高 P4 環境下（黄体期）における E2 処置  

 CIDR と PGF2αを組み合わせた処置による発情誘起後の EB 群および対

照群の P4 濃度、E2 濃度および子宮内膜厚変化率を図 13 に示した。図 13 に

おいて、EB 群は 1 頭あたり 2 mg の EB 投与時（排卵後 5～6 日の間）を 0

日とし、無処置で観察した対照群は排卵を 0 日として比較した。  

（1）血中 P4 濃度の変化  

 EB 群および対照群の P4 濃度の変化を図 13a に示した。発情誘起後、EB

群の P4 濃度は EB 投与前 8～4 日は低値で推移し、EB 投与前 4～3 日の間

に上昇して 1 ng/ml を超えた。その後も P4 濃度は上昇し続け、EB 投与以降

は 2 ng/ml 以上で推移した。発情誘起後の対照群の P4 濃度は排卵前 4 日～

排卵後 3 日まで低値で推移し、排卵後 3～4 日の間に上昇して 1 ng/ml を超

えた。その後、排卵後 5～6 日の間に 2 ng/ml を超えて推移した。EB 群と対

照群の P4 濃度は EB 投与前 4～1 日（排卵後 1～4 日）の間で EB 群の P4 濃

度が有意に高く推移したが（P < 0.05）、EB 投与前日（排卵後 4 日目）以降

は 2 群間の P4 濃度差はなかった。  

（2）血中 E2 濃度の変化  

EB 群および対照群の E2 濃度の変化を図 13b に示した。発情誘起後、EB

群および対照群とも同時期（それぞれ EB 投与前 7～6 日、排卵前 2～1 日）

に発情の指標とされる E2 の濃度（10 pg/ml）に達し、一過性の上昇を示し

た。その後、EB 群の E2 濃度は EB 投与前 6 日～投与直前まで低値で推移し

たが、EB 投与後に急速に上昇し、EB 投与後 3 日目まで 10 pg/ml 以上で推

移した。対照群の E2 濃度は排卵前 1 日～排卵後 10 日目まで低値のまま推

移した。EB 群および対照群の E2 濃度は EB 投与前（排卵後 5 日目）までは
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2 群間の E2 濃度に有意な差はなく推移したが、EB 投与後から投与後 3 日目

（排卵後 8 日目）までは EB 投与群の E2 濃度は対照群よりも有意に高く推

移した（*P < 0.05）。また、EB 群の E2 濃度は EB 投与直前と比較して EB

投与後 18 時間で有意に高くなった（X/Y、P < 0.05）。  

（3）子宮内膜厚の変化  

EB 群および対照群の子宮内膜厚の変化を図 13c に示した。EB 群および

対照群の子宮内膜厚変化率は CIDR および PGF2α処置による発情誘起後に

増加し、EB 投与前 6 日目（排卵前 1 日）で最高値を示したのち、徐々に減

少し、両群とも検査期間の EB 投与後 5 日目（排卵後 10 日目）まで低値で

推移した。いずれの検査日においても 2 群間に有意な差はなく、EB 群にお

いては EB 投与後に子宮内膜厚が増加する傾向は認められなかった。  

（4）子宮内膜組織中の受容体および液性因子の発現量  

性ステロイドホルモン受容体、VEGF 受容体および VEGF の発現量を図

14 に示した。P 受容体、E 受容体β、VEGF 受容体 1 および VEGF におい

ては、対照群（図 14、斜線バー）と EB 群（図 14、黒塗りバー）間で排卵

後 3 日目（EB 投与 2 日前）と 5 日目（EB 投与 12 時間後）の発現量に有意

な差はなかった。しかし、EB 群の E 受容体αの発現量は、EB 投与 2 日前

（排卵後 3 日目）と EB 投与 12 時間後（排卵後 5 日目）で有意に低下し、

また、対照群の発現量と比較しても E 受容体αの発現量は有意に低かった。

EB 群の EB 投与 12 時間後（排卵後 5 日目）の VEGF 受容体 2 の発現量は、

対照群と比較して有意に高かった（A/B、P < 0.05）。E 受容体α、VEGF 受

容体 1 および受容体 2 の発現量は発情期および黄体期で有意な差はなかっ

た（図 14、白抜きバー）。しかし、P 受容体の発現量は黄体期に少なくなる

傾向があり、E 受容体βは黄体期に、VEGF は発情期に有意に高かった（a/b、

P < 0.05）。  
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2）卵巣摘出牛に対する無処置時の血中 P4 濃度、E2 濃度および子宮

内膜厚の変化  

卵巣摘出牛（n = 4）に対し無処置時の P4 濃度、E2 濃度および子宮内膜厚

の変化を図 15 に示した。卵巣摘出手術後 7～9 日の間に無処置で 6 時間間

隔の超音波検査を 8 回実施した。同一群内における異なる検査日について多

重比較したが有意差は認められず、P4 濃度、E2 濃度は共に低値のまま推移

し（図 15ab）、子宮内膜厚は観察期間中一定の厚さを保って推移した（図 15c）。

無処置で超音波検査を行った 8 回分の子宮内膜厚測定値の平均値を P4 単独

処置、P4 および E2 併用処置、E2 単独処置時の子宮内膜厚標準化の基準値と

して用いた。  

 

3）卵巣摘出牛への P4 単独処置時の血中 P4 濃度、E2 濃度および子宮

内膜厚の変化  

卵巣摘出牛に対し P4 単独処置時の P4 濃度、E2 濃度および子宮内膜厚

の変化を図 16 および表 11 に示した。卵巣摘出手術後 13 日目より、2 本の

CIDR を挿入することにより供試牛を P4 に感作させた。P4 濃度は CIDR 挿

入した 12 時間後には上昇し始め、翌日（術後 14 日目）には 5 ng/ml を超え

てピークに達し、24 時間ピークレベルを維持した後、徐々に低下したが 1 本

目の CIDR を抜去する（術後 18 日目）までは 2 ng/ml 以上で推移した（図

16a、表 11）。CIDR 挿入から 5 日目（術後 18 日目）に 1 本の CIDR を抜去

したところ、P4 濃度はさらに低下したが、2 本目の CIDR を抜去する（術後

19 日目）までは 1 ng/ml 以上で推移した（図 16a）。2 本目の CIDR 抜去（術

後 19 日目）後は 6 時間以内に基底に達し（1 ng/ml 未満に低下）、そのまま

基底濃度で推移した（図 16a、表 11）。E2 濃度は群内の異なる検査日につい

て多重比較したが有意差は認められず、観察期間中常に低値で推移した（図
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16b）。子宮内膜厚は 2 本目の CIDR 抜去（術後 19 日目）の 6 時間前より増

加し始め、CIDR 抜去後 30 時間でピークに達した（図 16c、表 11）。その後

子宮内膜厚は減少し、CIDR 抜去後 72 時間（術後 22 日目）までに基底に戻

った。  

 

4）卵巣摘出牛への P4 および E2 併用処置時の血中 P4 濃度、E2 濃度

および子宮内膜厚の変化  

卵巣摘出牛に対し P4-E2 併用処置時の P4 濃度、E2 濃度および子宮内膜厚

の変化を図 17 および表 12 に示した。卵巣摘出手術後 22 日目より、2 本の

CIDR を挿入することにより供試牛を P4 に感作させ、2 本目の CIDR 抜去

時に EB 2 µg/kg BW を投与した。P4 濃度は CIDR 挿入した 12 時間後には

上昇し始め、翌日（術後 23 日目）には 3 ng/ml を超えてピークに達し、84

時間ピークレベルを維持した後、徐々に低下したが 1 本目の CIDR を抜去す

る（術後 27 日目）までは 2 ng/ml 以上で推移した（図 17a、表 12）。CIDR

挿入から 5 日目（術後 27 日目）に 1 本の CIDR を抜去したところ、P4 濃度

はさらに低下したが、2 本目の CIDR を抜去する（術後 28 日目）までは 1 

ng/ml 以上で推移した（図 17a）。2 本目の CIDR 抜去および EB 投与（術後

28 日目）後は 6 時間以内に基底レベルに達し（1 ng/ml 未満に低下）、その

まま基底濃度で推移した（図 17a、表 12）。E2 濃度は、2 本目の CIDR 抜去

（術後 28 日目）と同時に EB 投与した直後（6 時間後）に上昇し始めると

同時に 10 pg/ml を超えてピークレベルに到達した（図 17b、表 12）。E2 濃

度は 2 本目の CIDR 抜去および EB 投与（術後 28 日目）の 12 時間後にピ

ークを示したのち低下に転じ、2 本目の CIDR 抜去および EB 投与後 48 時

間（術後 30 日目）で基底レベルに到達した。子宮内膜厚は 2 本目の CIDR

抜去（術後 28 日目）の 12 時間前より増加し始め、CIDR 抜去および EB 投
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与後 18 時間でピークレベルに達し、30 時間ピークレベルを維持した（図

17c、表 12）。その後、子宮内膜厚は 2 本目の CIDR 抜去および EB 投与後

108 時間（術後 32 日目）までに基底レベルに戻らなかった。  

 

5）卵巣摘出牛への E2 単独処置時の血中 P4 濃度、E2 濃度および子宮

内膜厚の変化  

卵巣摘出牛に対し E2 単独処置時の P4 濃度、E2 濃度および子宮内膜厚の

変化を図 18 および表 13 に示した。卵巣摘出手術後 39 日目に EB 2 µg/kg 

BW を投与した。P4 濃度は群内の異なる検査日について多重比較したが有意

差は認められず、検査期間中常に低値で推移した（図 18a）。E2 濃度は群内

の異なる検査日について多重比較したが有意差は認められなかった（図

18b）。しかし、E2 濃度は EB 投与後 12 時間で発情時の指標となる 10 pg/ml

近くまで上昇し、EB 投与後 42 時間で最高値（14.3 pg/ml）を示した。子宮

内膜厚は EB 投与後 12 時間より増加し始め、EB 投与後 18 時間でピークレ

ベルに達し、30 時間ピークレベルを維持した（図 18c、表 13）。その後、子

宮内膜厚は EB 投与後 84 時間（術後 43 日目）までに基底レベルに戻った。 

 

6）P4 単独処置、P4 および E2 併用処置、E2 単独処置時の血中性ステ

ロイドホルモン濃度および子宮内膜厚の変化の比較  

前述の 3）P4 単独処置、4）P4-E2 併用処置、5）E2 単独処置の試験結果を

比較し、図 19 に示した。CIDR を用いて P4 感作させた P4 単独処置および

P4-E2 併用処置における P4 濃度の変化では、2 群間に有意な差は認められず、

両群の P4 濃度は同様な推移を示した（図 19a）。また、EB を投与した P4-E2

併用処置と E2 単独処置における E2 濃度の変化では、2 群間に有意な差は認

められず、両群の E2 濃度は同様な推移を示した（図 19b）。子宮内膜厚は、
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P4 単独処置、P4-E2 併用処置、E2 単独処置のいずれの処置においても 2 本目

の CIDR 抜去または EB 投与後に増加した（図 19c）。EB を投与した P4-E2

併用処置と E2 単独処置における子宮内膜厚の変化では 2 群間に有意な差は

認められず（図 19c）、EB 投与後の子宮内膜厚がピークレベルに達するまで

の所要時間が 18 時間、ピークレベル持続時間が 30 時間と、両群の子宮内膜

厚変化は同様な推移であった（表 14）。それに対し、P4 単独処置時の子宮内

膜厚は EB を処置した場合と比較してピークに到達するまでの所要時間が

30 時間と長く、ピーク時の子宮内膜厚変化率も小さかった（図 19c、表 14）。

すなわち、P4 濃度の低下で生じた子宮内膜厚の増加と比較して、E2 濃度の

上昇に伴って生じた子宮内膜厚の増加は急速かつ高度であった。  
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図 15. 無処置時のプロジェステロン（P4）濃度、エストラジオール（E2）濃度
および子宮内膜厚の変化

卵巣摘出手術後7～9日の間に、無処置で6時間間隔の超音波検査を8回

実施した時のP4濃度（a）、E2濃度（b）、子宮内膜直径実測値（c）の推移を

示した（平均±標準誤差）。

（7）

(a)

(b)

(c)
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図 16. プロジェステロン（P4）単独処置時のP4濃度、エストラジオール（E2）濃
度および子宮内膜厚の変化

卵巣摘出手術後13日目より、腟内留置型P4徐放剤（CIDR）を挿入して P4に
感作させ、2本目のCIDR抜去を0時間とした時のP4濃度（a）、E2濃度（b）、子
宮内膜厚変化率（c）の推移を示した（平均±標準誤差）。

*CIDRを2本挿入し、5日後に1本目、6日後に2本目を抜去した。

(a)

(b)

(c)

CIDR*

13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

卵巣摘出術後日数

48 720 24-24-48-72

2本目のCIDR抜去後経過時間

-96-120-144

12
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表 11 

P4単独処置試験における CIDR抜去前後のホルモン濃度変化および子宮内膜厚変

化の所要時間 

評価項目  P4 E2  子宮内膜 

CIDR抜去から増加（上昇）開始からまで  
11-132   -  -6 

     

CIDR抜去からピークまで* 

 

-120   -  30 
     

増加（上昇）開始からピーク到達まで* 

 

  12   -  36 

     

ピーク到達から減少（低下）開始まで* 
（= ピーク持続期間） 

 

  24   - < 6 

     

CIDR抜去から基底レベル到達まで 

 

   6   -  72 

 

2本目の CIDR抜去時（卵巣摘出手術後 19日目、CIDR挿入後 6日目）を 0時間

とした時の P4、E2濃度および子宮内膜変化率の変化（図 16）を解析し、上記評価項

目の所要時間を示した。同一群内のデータ比較には Tukey- Kramer多重比較検定

を用いたが、その解析結果の解釈については図 4を参照。E2濃度は群内で有意差

はなく、低値のまま推移した（図 16b）。 

*子宮内膜厚の変化は軽微であったためピークのみの検出であった（ピークレベルの

段階は検出されなかった）。 

P4：プロジェステロン 

E2：エストラジオール 

CIDR：腟内留置型プロジェステロン徐放剤 
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図 17. プロジェステロン（P4）およびエストラジオール（E2）併用処置時のP4濃
度、E2濃度および子宮内膜厚の変化

卵巣摘出手術後22日目より、腟内留置型P4徐放剤（CIDR）を挿入してP4に感
作させた後、CIDR抜去と同時に安息香酸エストラジオール（EB）を投与した
時を0時間とし、その前後のP4濃度（a）、E2濃度（b）、子宮内膜厚変化率（c）の
推移を示した（平均±標準誤差）。

*CIDRを2本挿入し、5日後に1本目、6日後に2本目を抜去した。

(a)

(b)

(c)

22 23 24 25 26 27 28 29 30 31

卵巣摘出術後日数

48 720 24-24-48-72

2本目のCIDR抜去およびEB投与後経過時間

-96-120-144

21 32 33

96 120

CIDR*

EB 2 µg/kg BW
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表 12 

P4および E2併用処置試験における CIDR抜去/EB投与前後のホルモン濃度変化

および子宮内膜厚変化の所要時間 

評価項目  P4 E2  子宮内膜 

CIDR抜去/EB投与から増加（上昇）開始からまで  
11-132  6 -12 

     

CIDR抜去/EB投与からピークレベルまで 

 

-120  6  18 
     

増加（上昇）開始からピークレベル到達まで 

 

  12  0  30 

     

ピークレベル到達から減少（低下）開始まで 
（= ピークレベル持続期間） 

 

  84 12  30 

     

CIDR抜去/EB投与から基底レベル到達まで 

 

   6 48   - 

 

2本目の CIDR抜去および EB投与時（卵巣摘出手術後 28日目、CIDR挿入後 6

日目）を 0時間とした時の P4、E2濃度および子宮内膜変化率の変化（図 17）を解析

し、上記評価項目の所要時間を示した。同一群内のデータ比較には Tukey- 

Kramer多重比較検定を用いたが、その解析結果の解釈については図 4を参照。

CIDR抜去後、子宮内膜厚は試験期間内に基底レベルに戻らなかった（図 17c）。 

P4：プロジェステロン 

E2：エストラジオール 

CIDR：腟内留置型プロジェステロン徐放剤 

EB：安息香酸エストラジオール 
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図 18. エストラジオール（E2）単独処置時のプロジェステロン（P4）濃度、E2濃
度および子宮内膜厚の変化

卵巣摘出手術後39日目に安息香酸エストラジオール（EB）を投与し、EB投与
を0時間とした時のP4濃度（a）、E2濃度（b）、子宮内膜厚変化率（c）の推移を
示した（平均±標準誤差）。

(a)

(b)

(c)

33 34 35 36 37 38 39 40 41 42

卵巣摘出術後日数

48 720 24-24

EB投与後時間

32 43 44

96 120

EB 2 µg/kg BW
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表 13 

E2単独処置試験における EB投与前後のホルモン濃度の変化および子宮内膜厚変

化の所要時間 

評価項目  P4 E2  子宮内膜 

EB投与から増加開始からまで*  -  - 12 
     

EB投与からピークレベルまで 

 

-  - 18 
     

増加開始からピークレベル到達まで 

 

-  -  6 

     

ピークレベル到達から減少（低下）開始まで 
（= ピークレベル持続期間） 

 

-  -  30 

     

EB投与から基底レベル到達まで 

 

-  -  84 

 

EB投与時（卵巣摘出術手後 39日目）を 0時間とした時の P4、E2濃度および子宮

内膜変化率の変化（図 18）を解析し、上記評価項目の所要時間を示した。同一群内

のデータ比較には Tukey- Kramer多重比較検定を用いたが、その解析結果の解釈

については図 4を参照。P4および E2濃度は群内で有意差はなかった。P4濃度は低

値のまま推移し（図 18a）、E2濃度は有意な上昇ではないが、発情の指標濃度である

10 pg/ml を超える上昇を認めた（図 18b）。 

P4：プロジェステロン 

E2：エストラジオール 

EB：安息香酸エストラジオール 
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図 19. プロジェステロン（P4）単独処置、P4およびエストラジオール（E2）併用処置、
E2単独処置時のP4濃度（a）、E2濃度（b）および子宮内膜厚（c）の変化の比較

腟内留置型P4徐放剤（CIDR）抜去または安息香酸エストラジオール（EB）投与
時を0時間とした時のP4単独処置、P4およびE2併用処置、E2単独処置における
P4濃度（a）、E2濃度（b）、子宮内膜厚変化率（c）の推移を比較した（平均±標準
誤差）。

(a)

(b)

(c)

13 14 15 16 17 18 0 24 48 72

2本目のCIDR抜去またはEB投与後経過時間

12 96 120

P4単独処置

P4-E2併用処置

E2単独処置
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表 14 

卵巣摘出牛に対する処置の違いによる子宮内膜厚変化率のピークの比較 

*子宮内膜厚変化率の値 

P4：プロジェステロン 

E2：エストラジオール 

CIDR：腟内留置型プロジェステロン徐放剤 

EB：安息香酸エストラジオール 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

評価項目 
  P4単独処置 

 
P4-E2併用処置  EB単独処置 

CIDR CIDR-EB  EB 

ピーク（最高値）* 
 1.18  1.58  1.51 

ピーク（レベル）到達時間  CIDR抜去後 
30時間 

 
CIDR抜去および   

EB投与後 
18時間 

 
EB投与後 

18時間 

ピークレベル持続期間  
< 6時間 

 

30時間 
 

30時間 

参照図  図 16  図 17  図 18 
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7）卵巣摘出牛の子宮内膜組織中の受容体および液性因子の発現量  

性ステロイドホルモン受容体、VEGF 受容体および VEGF の発現量を図

20 に示した。P4 単独処置（薄灰色バー）、P4-E2 併用処置（斜線灰色バー）

および E2 単独処置（黒塗りバー）におけるそれぞれの子宮内膜組織中の受

容体および液性因子の発現量は、CIDR 抜去または EB 投与の翌日と CIDR

抜去または EB 投与の 3 日後のグループに分けて図 20 に示した。また、発

情期および黄体期におけるそれぞれの発現量をグラフの左端に示した（図

20、白抜きバー）。発情期および黄体期に対して卵巣摘出後の無処置時の子

宮内膜組織中の P 受容体および E 受容体αは有意に多かった（a/b、P < 0.05）。

また、E 受容体βは卵巣摘出後に多くなる傾向にあった（P = 0.054）。VEGF

受容体 1、VEGF 受容体 2 および VEGF の発現量は発情期、黄体期、および

卵巣摘出後の無処置時で有意な差はなかった。卵巣摘出後の無処置、P4 単独

処置、P4-E2 併用処置、E2 単独処置時において計 8 回採取した子宮内膜組織

中の P 受容体、E 受容体αおよび受容体β、VEGF 受容体 1 および受容体

2、VEGF の発現量はいずれも有意な差を認めなかった。しかしながら、P4-

E2 併用処置および E2 単独処置において、EB 処置後の VEGF の発現量は増

加する傾向にあった。  
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図 20. プロジェステロン（P4）およびエストラジオール（E2）の単独あるいは併用処置
時の子宮内膜組織中の性ステロイドホルモン受容体、血管内皮細胞成長因子
（VEGF）受容体、およびVEGFのmRNA発現量

上段に子宮内膜バイオプシースケジュールを示した。下段グラフの横軸ラベル番号

は子宮内膜バイオプシー番号を表し、グラフはCIDR抜去またはEB投与の翌日およ

び３日後に分けて示した（平均 ±標準誤差、発情期・黄体期・無処置間で有意差あ

り a/b、P < 0.05） 。
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4. 考察  
 

本章の研究の目的は、子宮内膜厚の調節に関わる P4 および E2 の作用機序

を明らかにすることであった。卵胞期の低 P4 濃度環境において、E2 濃度の

上昇に伴って子宮内膜厚が増加した第Ⅰ章の研究結果を踏まえ、本章におい

ては、まず高 P4 濃度環境（黄体期）における E2 濃度の上昇が子宮内膜厚に

与える影響について検討した。正常な発情周期の牛では、発情後 16～18 日

頃（排卵の 6～4 日前頃）から黄体退行に伴って P4 濃度が急速に低下し、排

卵前 3～1 日にかけて E2 濃度が上昇する。すなわち、生体の正常周期中で E2

濃度が上昇するときには既に P4 濃度が低下し始めており、P4 の影響が小さ

くなっていると考えられる。したがって、本章の研究では、黄体の存在によ

って血中 P4 濃度が 1 ng/ml 以上に保たれ、P4 作用の影響が全身に及んでい

る黄体期に EB を投与して E2 濃度を上昇させ、子宮内膜厚の変化を観察し

た。牛子宮内膜における E 受容体αの発現は発情後 9～13 日目より低下し

たという報告があり [41, 48]、子宮内膜の E2 に対する感受性低下時期におけ

る試験を避けるため、EB 投与のタイミングは発情後 9 日（排卵後 7～8 日）

よりも前の排卵後 5～6 日とした。また、正常な発情周期の牛の場合、排卵

後 5～6 日で第 1 卵胞発育波の主席卵胞が決定するが [23]、EB 投与時の排卵

後 5～6 日にはすべての供試牛において主席卵胞の存在が確認され、本章で

用いた供試牛は正常な発情周期であったことが確認できた。  

EB 投与時の P4 濃度は EB 群および対照群とも 1 ng/ml 以上であり、P4 が

生体に作用している状態であると判断された（図 13）。排卵後の P4 濃度の

上昇のタイミングは EB 群よりも対照群の方が遅く、排卵後 1～4 日までの

間に EB 群 P4 濃度の方が有意に高かった。しかしながら、正常な発情周期

の牛において、P4 濃度の上昇は排卵後 2～4 日頃とされ、いずれの群も P4 濃
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度の上昇のタイミングが逸脱していたわけではなかった。また、EB 投与の

1 日前には両群の P4 濃度の差はなくなっていたことから、EB 投与前の子宮

内膜に対する P4 感作が EB 投与後（排卵後 5 日目以降）の子宮内膜厚の変

化に及ぼす影響は両群で同等であったと考えられた。  

本章の研究において黄体期（排卵後 10 日）の子宮内膜組織中の P 受容体

の発現量は発情期よりも低下して推移したが、この結果は、黄体開花期にあ

たる発情後 11～13 日頃にその発現が有意に低下したという報告と一致して

いた [41, 62]。しかし、EB 群および対照群の P 受容体発現量は EB 投与前後

で同等であったことから、子宮内膜の P4 感受性は低下せず維持されていた

と考えられた。黄体期の P4 濃度を維持し、P 受容体が発現していたと判断

された環境下において、EB 投与後の EB 群の E2 濃度は発情の指標となる

10 pg/ml を超えて有意に上昇し、対照群よりも有意に高く推移していたに

も関わらず、子宮内膜厚の増加は認められなかった（図 13）。また、EB 投

与によって E2 濃度は十分に上昇したが、EB 投与前後（排卵後 3 および 5 日

目）の子宮内膜組織中の E 受容体β、VEGF 受容体および VEGF の発現量

は EB 群および対照群ともに同等であった（図 14）。EB 投与後、EB 群の子

宮内膜組織中の E 受容体αの発現量は EB 投与前の発現量および対照群の

発現量と比較しても有意に低下していたが、これは EB 投与によって急速に

E2 濃度が上昇したことにより、子宮内膜の E 受容体α発現が代償的に抑え

られたものと推察された。しかし、EB 投与後の E 受容体αは投与前の約半

量は発現しており、それにもかかわらず子宮内膜厚にほとんど変化を認めな

かったことから、E 受容体αの発現低下による E2 感受性の低下が子宮内膜

厚を増加させなかった原因ではないと考えられた。子宮内膜組織中の VEGF

受容体 2 の発現は EB 群および対照群とも EB 投与前後（排卵後 3 および 5

日目）でその発現が低下して推移した（図 14）。これまでに、子宮内膜組織
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中の VEGF 受容体 2 の発現量は発情期から黄体初期にかけて低下し、黄体

開花期に再び発現量が増加したという研究報告がある [77]。高 P4 環境下（黄

体期）における E2 処置試験では、排卵後 5～6 日目の黄体初期における EB

投与であったため、VEGF 受容体 2 の発現量が低下して推移した結果は既報

と同様と考えられた。また、EB 群の EB 投与後の VEGF 受容体 2 の発現量

が対照群よりも有意に高かったことから、EB 投与により VEGF 受容体 2 の

発現が誘導された可能性が推察された。しかしながら、EB 群および対照群

の VEGF 受容体 2 の発現量は、EB 投与 2 日前（排卵後 3 日目）の時点で、

既に差のある傾向を認め（P = 0.079）、そのことが EB 投与後（排卵後 5 日

目）の発現量に影響した可能性も考えられた。E2 濃度の上昇が VEGF 受容

体 2 の発現を誘引する作用についてはさらなる検討が必要である。  

黄体期（月経周期の増殖期）における人あるいは幼若マウスへの E2 投与

により子宮内膜に浮腫が生じたことが確認されており [4, 42]、また、齧歯類

や霊長類において、E2 は血管透過性亢進因子である VEGF を介して子宮内

膜に浮腫を起こすことが報告されている [29, 63]。図 14 の VEGF 発現量の

グラフで示されたように、発情期の子宮内膜組織中の VEGF の発現が有意

に高かったことからも、P4 濃度の低い環境下では E2 濃度の上昇は VEGF の

増加を介した作用により、血管透過性が亢進して子宮内膜に浮腫が生じ、子

宮内膜厚が増加する過程が推測された。高 P4 環境下（黄体期）における E2

処置試験において、牛の黄体期（排卵後 5～6 日目）に EB を投与し、E2 濃

度を上昇させた場合も、VEGF の増加あるいは VEGF 受容体の増加を介し

て牛子宮内膜厚が増加することが予測されたが、子宮内膜厚は増加しなかっ

た。すなわち、P4 濃度が高く、P4 の作用が子宮内膜にも及んでいる環境下

では、E2 濃度が上昇しても子宮内膜厚は増加しなかったという結果であり、

P4 が牛子宮内膜厚の増加を抑制していることが示唆された。また、P4 濃度
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が高い環境下において、子宮内膜組織中の VEGF あるいは VEGF 受容体の

発現量の低下を認めなかったことから、P4 が子宮内膜厚の増加を抑制する

機序は、VEGF や VEGF 受容体の発現を抑制することではなく、E2 が VEGF

に作用する過程、VEGF が VEGF 受容体に結合する過程、VEGF 蛋白受容

体複合体が MMP を分泌させる過程あるいは MMP の活性を P4 が阻害する

過程など複数の抑制過程を P4 が制御している可能性が示唆された（図 21）。  
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図 21. 黄体期における安息香酸エストラジオール（EB）投与（高 E2 環境）時の
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機序によって子宮内膜の浮腫を抑制すると考えられた。 
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 卵巣摘出牛に対して無処置で観察した時の P4、E2 濃度および子宮内膜厚

は低値のまま推移した（図 16）。血中の P4 および E2 が低値のまま一定であ

ったことから、卵巣摘出は適正に実施され、卵巣由来の性ステロイドホルモ

ン分泌を喪失していることが確認できた。また、無処置の状態で観察した 8

回分の子宮内膜厚の直径実測値の平均値を算出し、その後の P4 単独処置、

P4-E2 併用処置、および E2 単独処置時の子宮内膜厚を標準化する際の基準値

として利用することが可能であった。  

 卵巣摘出牛への P4 単独処置として、2 本の CIDR を用いて P4 処置を行っ

たところ、血中 P4 濃度は急速に増加し、その後徐々に P4 濃度は低下した（図

16a）。2 本の CIDR を腟内に挿入している間は、P4 濃度は 2 ng/ml 以上を維

持することができた。この時の P4 濃度の推移は、過去の報告と同様であっ

た [44]。本章の研究において実施した、CIDR を 2 本同時に挿入して 1 本ず

つ抜去していく方法は、P4 濃度を急速に下げることなく極力時間をかけて

P4 濃度を低下させ、かつ E2 濃度の上昇を伴わない状態を作出した場合、P4

感作された子宮内膜がどのように変化するのかを観察するためであった。卵

巣摘出牛に CIDR を挿入して P4 濃度を測定した試験では、CIDR 抜去後 24

時間以内に P4 濃度が最低値まで低下したことから [44]、2 本の CIDR を利用

して段階的に低下する P4 濃度環境を作出した。2 本の CIDR 挿入後 5 日目

（術後 18 日目）に 2 本のうちの 1 本の CIDR を抜去した直後に P4 濃度は

低下したが、残りの 1 本の CIDR を抜去する（術後 19 日目）まで血中 P4 濃

度は 1 ng/ml 以上に維持された（図 16a）。CIDR 抜去を 1 本ずつにするこ

とで P4 濃度の低下は階段状となったが、30 時間以上かけて低下する P4 濃

度環境を作出することができた。子宮内膜厚は 2 本目の CIDR を抜去する 6

時間前より増加し始めたが（図 16c、表 11）、この時 E2 濃度の上昇はいっさ

い認められず（図 16b）、2 本目の CIDR 抜去後 30 時間でピーク値を示した。
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P4 単独処置におけるこれらの結果から、P4 濃度の低下が子宮内膜厚増加開

始の因子であることが示唆された。  

 卵巣摘出牛への P4 および E2 併用処置として、2 本の CIDR と EB を用い

て P4-EB 処置を行ったところ、P4 濃度の変化は P4 単独処置時と同様であ

り、階段状ではあったが 30 時間以上かけて低下する P4 濃度環境を作出する

ことができた（図 17a）。2 本目の CIDR 抜去と同時に EB 2 µg/kg BW を投

与した直後より E2 濃度は上昇し始め（EB 投与 6 時間後）、2 本目の CIDR

抜去および EB 投与 12 時間後にピーク値を示した（表 12）。P4-E2 併用処置

においても、2 本目の CIDR 抜去および EB 投与の 12 時間前、すなわち、

EB 投与により E2 濃度が上昇する以前に子宮内膜厚の増加開始を認め、P4

濃度の低下が子宮内膜厚増加開始の因子であることが示唆された。また、 2

本目の CIDR 抜去および EB 投与の 18 時間後に子宮内膜厚がピークレベル

に到達した（図 17c、表 12）。P4-E2 処置における性ステロイドホルモン濃度

および子宮内膜厚の推移は、第Ⅰ章の 3. 結果 4）誘起発情における PGF2α

処置前後の P4、E2 濃度および子宮内膜厚の変化（表 6）に類似した結果を示

し、P4-E2 併用処置により誘起発情に近い状態を再現できたと判断された。

P4-E2 併用処置においては、CIDR 抜去後に P4 濃度が低下したことで子宮内

膜厚が増加し始め、EB 投与による E2 濃度の上昇が誘起発情と同様の 1.5 倍

以上の子宮内膜厚変化を生じた因子であると考えられた。  

 卵巣摘出牛への E2 単独処置として EB を処置したところ、統計学的に有

意な E2 濃度の変化は見出されなかった（図 18b）。しかし、血中の平均 E2 濃

度は発情の指標となる 10 pg/ml 以上を示し、EB 2 µg/kg BW を投与 12 時

間後より子宮内膜厚は増加し始め、18 時間後にピークレベルに到達した（表

13）。EB 単独処置において子宮内膜厚の増加が認められたことから、低 P4

濃度環境下であれば、E2 濃度の上昇は子宮内膜厚の増加を促進することが
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明らかとなった。  

 P4 単独処置、P4-E2 併用処置の結果より、2 本の CIDR を使用した P4 単独

処置および P4-E2 併用処置において P4 濃度の推移には統計学的な差はなく、

同様の P4 濃度環境を作出できたと判断された。また、P4 単独処置および P4-

E2 併用処置の双方において、1 本目の CIDR 抜去後に P4 濃度が階段状の低

下を示し、2 本目の CIDR を抜去する以前、すなわち E2 濃度の上昇を全く

伴わない状態で子宮内膜厚が増加し始めたことから（表 11 および 12）、P4

濃度の低下は子宮内膜厚の増加開始の因子であることが示唆された。しかし

ながら、EB を使用していない P4 単独処置時の子宮内膜厚のピーク値は 1.18

であり P4-E2 併用処置時の 1.58 よりも小さく、2 本目の CIDR 抜去からピ

ークレベル到達までの所要時間も 30 時間を要し、P4-E2 併用処置時の 18 時

間よりも長かったことより（表 14）、子宮内膜に強い浮腫を起こしてその厚

さを増加させるためには E2 濃度の上昇が欠かせないと考えられた。P4-E2 併

用処置時と EB 単独処置時の E2 濃度および子宮内膜厚の変化には統計学的

に差はなく、P4 による前感作がなくても低 P4 環境下であれば E2 濃度の上

昇は子宮内膜厚を増加させることが可能であり、子宮内膜厚増加（浮腫）作

用は P4 よりも強力であることが示唆された。  

 子宮内膜組織中の P 受容体および E 受容体αの発現量は卵巣摘出後に有

意に多くなった（図 20、発情期、黄体期および卵巣摘出後の無処置時の比

較、a/b、P < 0.05）。また、E 受容体βの発現量は卵巣摘出後に多くなる傾

向があった（P = 0.054）。子宮内膜組織中の P 受容体および E 受容体の発現

量は性ステロイドホルモン濃度環境に影響を受けるとされており、卵巣摘出

後に卵巣由来の性ステロイドホルモンを喪失し、渇望状態となっていたこと

が推測され、代償的に P 受容体および E 受容体の発現量が増加したと考え

られた。また、卵巣摘出後の子宮内膜組織中の P 受容体、E 受容体、VEGF
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受容体および VEGF の発現量は、無処置、P4 単独処置、P4-E2 併用処置およ

び E2 単独処置期間のいずれのタイミングにおいても有意な増加は認められ

なかった。子宮内膜組織中の VEGF 受容体および VEGF の発現量は卵巣摘

出前後で差はなかったが（図 20、発情期、黄体期および卵巣摘出後の無処置

時の比較、a/b、P < 0.05）、このことはすなわち、VEGF 受容体および VEGF

は性ステロイドホルモン濃度に依存せずに、子宮内膜の血管内皮細胞に常に

一定量発現している可能性が考えられた。有意な発現量の増加ではなかった

ものの、VEGF は P4-E2 併用処置および E2 単独処置時にその発現量が高ま

っていたことから（図 20）、E2 濃度の上昇と VEGF の上昇には相関関係が

ある可能性が示唆された。  

 本章の研究の結果より見出された、牛子宮内膜厚に関与する P4 および E2

の作用を表 15 および図 22 に模式的にまとめた。牛子宮内膜が浮腫状態と

なってその厚さが増加する一連の反応には P4 濃度が重要であることが示唆

された。黄体期の高 P4 濃度は子宮内膜厚の増加に対して抑制的に作用し、

たとえこの環境下で E2 濃度が上昇しても子宮内膜厚は増加しなかった。P4

濃度の低下は子宮内膜厚の増加を誘引するが、この時の P4 による反応の強

さは E2 濃度の上昇時の子宮内膜厚増加作用よりも程度は小さく、緩徐な反

応であった。子宮内膜組織中の VEGF 受容体や VEGF は性ステロイドホル

モン濃度に関わらず、常に一定量が発現されており、P4 は子宮内膜組織中の

血管内皮細胞に存在する VEGF 受容体やを VEGF の発現を調節することに

よって VEGF の血管透過性亢進作用を抑制し、子宮内膜厚の増加を抑制す

るわけではないと考えられた。図 22 で示したように、牛子宮内膜厚の増加

抑制の機序には、E2 の VEGF に対する作用、VEGF が VEGF 受容体に結合

する過程、VEGF蛋白受容体複合体が MMPを分泌させる過程あるいは MMP

の活性などを P4 が抑制すると推測されたが、その詳細の解明にはさらなる
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試験が必要と考えられた。P4 単独処置後に子宮内膜厚が増加した原因とし

て、これらの P4 に抑制されている可能性のある子宮内膜浮腫過程の作用が、

P4 濃度の低下により抑制が解除され、子宮内膜浮腫発生過程の進行により

軽微な子宮内膜厚の増加を呈した可能性が考えられた。牛の卵胞期に認めら

れるような明らかな子宮内膜厚の増加（1.38～1.61 倍の増加、表 7 および

15）には、E2 濃度の上昇が不可欠であり、P4 による前感作の有無に関わら

ず、低 P4 環境下であれば E2 濃度の上昇は子宮内膜厚を増加させると考えら

れた。本章の研究において卵巣摘出牛に対して EB 使用時（P4-E2 併用処置

および E2 単独処置時）に VEGF 発現量が多くなったこと、また、子宮内膜

組織中の VEGF 発現量が黄体期より発情期に有意に多く発現していたこと

から、牛子宮内膜厚増加の調節には E2 濃度の上昇と VEGF との関係性が高

いことが示唆された。  

 

  



卵巣摘出前 卵巣摘出後

高P4＋高E2 P4単独処置 P4-E2併用処置 E2単独処置

処置内容 黄体期＋ EB CIDR CIDR - EB EB

ホルモン環境 P4 ＋ E2 P4 ↓ P4 ↓  E2 ↑ E2 ↑

子宮内膜厚増加 ―

子宮内膜厚変化率 増加せず 1.18 1.58 1.51

P4 ↑ E2 ↑

P4 ↓

E2 ↑ E2 ↑P4 ↓

抑制

表15

子宮内膜厚に対する性ステロイドホルモンの作用

（a）P4濃度が高い環境ではP4の抑制作用により、子宮内膜厚の増加は起こ

らない。（b）P4濃度が低下すると子宮内膜厚が軽微に増加。（c）P4濃度が低

い環境にE2濃度の上昇が起こると子宮内膜厚の増加率が大きい。（d）E2単

独でも子宮内膜厚を増加させる。（c）および（d）では子宮内膜組織中の

VEGF発現が増加する傾向。

図22.子宮内膜厚の変化とホルモン環境

高P4＋高E2 P4単独処置 P4-E2併用処置 E2単独処置

（a） （b） （c） （d）

子宮内膜 子宮内膜 子宮内膜 子宮内膜

P4による抑制

P4による
抑制の解除

E2による促進 E2による促進

90



91 

 

5. 小括  
 

牛子宮内膜厚の調節に関わるプロジェステロン（P4）およびエストラジ

オール（E2）作用機序を明らかにするため、非搾乳牛 10 頭を供試し、高

P4 環境（黄体期）における E2 処置を実施した。次に、供試牛のうち 4 頭

の両卵巣を摘出した後、P4 単独処置、P4 および E2 併用処置、E2 単独処置

を行った。それぞれのホルモン処置試験で子宮内膜の超音波検査、ホルモ

ン測定および子宮内膜組織中のプロジェステロン（P）受容体、エストロジ

ェン（E）受容体α、E 受容体β、血管内皮細胞成長因子（VEGF）受容体

1、VEGF 受容体 2 および VEGF の発現量を測定し、P4 および E2 による子

宮内膜への作用とその機序を検討した。  

高 P4 環境（黄体期）で E2 濃度が上昇しても子宮内膜厚の増加は認めら

れなかった。しかし、P4 単独処置および P4-E2 併用処置においては P4 濃度

が低下し始めた後、E2 濃度の上昇を伴わずに子宮内膜厚が増加し始めた。

また、P4-E2 併用処置および E2 単独処置においては P4 単独処置時よりも急

速かつ顕著な子宮内膜厚の増加を認めた。P 受容体、E 受容体αおよび受

容体βの発現量は卵巣摘出による性ステロイドホルモン低下の影響を受け

て増加したが、卵巣摘出後の外因性性ステロイドホルモン処置による発現

量に有意な差は認められなかった。VEGF 受容体 1、VEGF 受容体 2 およ

び VEGF の発現量は卵巣摘出前後でも変わらず、E2 処置後に VEGF の発

現量が増加する傾向にあった。したがって、P4 濃度の低下は子宮内膜厚増

加を誘引すること、および P4 には VFGF やその受容体の発現量の調節では

ない機序によって子宮内膜厚の増加を抑制する作用があることが明らかと

なった。E2 には子宮内膜厚増加を促進する作用があり、VEGF を介して子

宮内膜に浮腫を起こすことが示唆された。  
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総括  

  

哺乳類の子宮内膜は胚の着床の場であり、また胎盤を形成し妊娠を維持

するために極めて重要な組織である。乳牛の高産乳化に伴って繁殖成績が

低下し続ける原因には、高産乳牛の肝臓における性ステロイドホルモン代

謝の亢進が挙げられている。乳牛の高産乳化の影響は性ステロイドホルモ

ン濃度に関連して変化する子宮内膜にも及び、繁殖成績の低下の要因とな

っている可能性がある。牛の子宮内膜は卵胞期において浮腫によってその

厚さを増し、黄体期に元の厚さに戻るという変化を繰り返す。したがっ

て、子宮内膜厚の調節には性ステロイドホルモンの関与が示唆されている

がその詳細は明らかにされておらず、高産乳化に伴う性ステロイドホルモ

ン代謝亢進の影響も評価困難な状態である。また、牛の子宮内膜厚と受胎

性に関する研究報告は少なく、牛子宮内膜厚の測定方法も確立していない

のが現状である。乳牛の子宮内膜を客観的に評価する方法を確立し、性ス

テロイドホルモンの子宮内膜に対する作用を明らかにすることは、生産現

場における子宮内膜評価の一助となり、低迷する繁殖成績の改善に貢献で

きると考え、以下の研究を展開した。  

第Ⅰ章においては、発情周期を通して牛子宮内膜の超音波検査を行い、

個体毎に厚さの異なる子宮内膜厚を客観的に評価する測定方法を検討し

た。また、その手法を利用して自然発情および誘起発情における子宮内膜

厚の形態学的変化を観察し、子宮内膜厚の変化、プロジェステロン（P4）

濃度およびエストラジオール（E2）濃度の変化を解析した。その結果、左

右子宮角の子宮内膜領域の長径および短径の平均値を子宮内膜厚とし、す

べての子宮内膜厚測定値を黄体期の測定値に対する変化率に換算する手法

によって、個体差を補正することが可能となった。自然発情においては、
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P4 濃度の低下、E2 濃度の上昇、子宮内膜厚の増加の順に変化を認めた。排

卵を 0 時間とした誘起発情においては P4 濃度の低下および子宮内膜厚の

増加は同時に開始し、次いで E2 濃度が上昇したが、プロスタグランジン

（PG）F2α処置を 0 時間とした場合、P4 濃度の低下、E2 濃度の上昇、子

宮内膜厚の増加の開始は PGF2α処置後同時であった。この結果より、P4 濃

度の低下は子宮内膜増加開始として作用し、E2 濃度の上昇は子宮内膜厚の

増加を促進することが示唆された。また、誘起発情における子宮内膜厚は

自然発情よりも有意に厚くなったが、これは PGF2α処置後の P4 濃度の低

下および E2 濃度の上昇が同時かつ急速に起きたためであると考えられた。  

第Ⅱ章においては、P4 および E2 の子宮内膜に対する作用機序を明らかに

するため、高 P4 環境（黄体期）における E2 処置および、卵巣摘出牛に対

する P4 単独処置、P4 および E2 併用処置、E2 単独処置を行い、血中性ステ

ロイドホルモン濃度および子宮内膜厚の変化を観察した。また、子宮内膜

組織中のプロジェステロン（P）受容体、エストロジェン（E）受容体α、

E 受容体β、血管内皮細胞成長因子（VEGF）受容体 1、VEGF 受容体 2 お

よび VEGF の発現量を測定した。その結果、高 P4 環境において E2 濃度が

上昇しても子宮内膜厚は増加せず、P4 は子宮内膜厚増加を抑制する作用を

有することが示唆された。P4 単独処置および P4-E2 併用処置においては P4

濃度が低下し始めてから E2 濃度の上昇を伴わない状態で子宮内膜厚の増加

を認めた。これらのことから、子宮内膜厚の増加は P4 濃度の低下によって

誘引されると推察された。P4-E2 併用処置および E2 単独処置において、子

宮内膜厚は同等の増加を示したことから、E2 濃度の上昇は P4 の前感作がな

くとも子宮内膜厚を増加促進させると考えられた。一方、P 受容体、E 受

容体αおよび受容体βの発現量は卵巣摘出後に増加し、卵巣摘出による性

ステロイドホルモン濃度低下の影響を受けたが、卵巣摘出後の外因性性ス
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テロイドホルモン処置による有意な増減は認められなかった。VEGF 受容

体 1、VEGF 受容体 2 および VEGF の発現量は卵巣摘出前後でも変わらな

かったが、E2 処置後に VEGF の発現量が増加する傾向にあった。したがっ

て、P4 による子宮内膜厚の増加抑制作用は、性ステロイドホルモン受容

体、VEGF 受容体あるいは VEGF の発現調節ではない機序、すなわち、E2

の VEGF に対する作用、VEGF が VEGF 受容体に結合する過程、VEGF 蛋

白受容体複合体がマトリックスメタロプロテアーゼ（MMP）を分泌させる

過程あるいは MMP の活性などの抑制による機序が推察され、E2 は VEGF

を介して子宮内膜に浮腫を起こし、子宮内膜厚増加を促進する作用を有す

ることが示唆された。  

 本研究によって、牛子宮内膜厚測定方法が確立され、個体差を補正して

子宮内膜厚の変化を比較検討することが可能となった。P4 は性ステロイド

ホルモン受容体、VEGF 受容体および VEGF の発現調節ではない機序によ

って子宮内膜厚の増加を抑制する作用を有し、P4 濃度の低下は子宮内膜厚

の増加開始を誘引することが示唆された。また、E2 は VEGF の増加を介し

て子宮内膜厚の増加を促進する作用を有し、P4 の前感作の有無によらず子

宮内膜厚を増加させると考えられた。これらの P4 および E2 の作用が同時

に起きた誘起発情の子宮内膜厚は自然発情よりも有意に増加したと推察さ

れた。本研究結果を基に、乳牛の人工授精、受精卵移植あるいは繁殖障害

発生時の子宮内膜を評価し、受胎性や診断指針を見出すための基礎データ

を蓄積すること、また、子宮内膜厚調節機構の異常と低受胎畜との関係等

を調査することが次なる課題である。  
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