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論 文 内 容 要 旨

家畜では,分 娩後の発情回帰 と哺乳 との間に密接な関係のあることが知られてお り,哺 乳や搾乳

の頻度が高いと分娩後の発情回帰が遅れることが報告されている。また,分 娩後の発情回帰を早

め る試み も行われているが,こ の時期の繁殖生理に関す る基礎的知見が不足しているため,必 す

しも満足すべ き結果は得 られていない。

実験動物のラットにおいても,哺 乳期の無発情が知られてお り,そ の誘因は乳子による吸乳刺

激が主なもの と考えられている。 しか し,現 在のところ,哺 乳期における発情休止期間,な らび

にこの間の下垂体前葉ホルモンや卵巣ホルモンの分泌を乳子数 との関連で詳細に検討 した報告は

少ない。哺乳期のラッ1・における発情抑制機構 としては,吸 乳刺激が視床下部一下垂体系のホル

モンを介 して影響を及ぼす経路と,卵 巣のホルモンが介在する経路の2つ が考えられるが,こ れ

らの経路が哺乳の時期や乳子数に関連 してどのように作働 しているかについて も,十 分に検討さ

れていない。

以上か ら,本 研究では泌乳 と繁殖機能の関係に関する基礎的知見を得 るために,ラ ットにおい

て分娩後の発情休止状態を支配する要因を解析 し,そ れ らの相互関係 を内分泌学的および組織学

的手法を用いて明 らかにしようとした。

1.哺 乳期 における発 情 回帰と血 中ホルモンの動 態

哺 乳 中 の 発 情 回 帰 を乳 子 数 と の 関連 で 観 察 し,あ わせ て 血 中 プ ロ ジ ェ ス テ ロ ン,プ ロ ラ クチ ン

お よ び性 腺 刺 激 ホ ル モ ン 濃 度 を ラ ジ オ イム ノア ッセ イ で 測 定 した 。

1)哺 乳 期 に お け る発 情 休 止 期 間 は 乳 子 数 の 増加 に伴 って 延 長 した(Tablel)。 一 方,末 梢 血

中 プ ロ ジ ェ ス テ ロ ン濃 度 は,泌 乳5お よび10日 で は 乳 子 数 の 増 加 に 伴 って 低 くな る傾 向 が み ら れ

た が,そ の 後 は 乳 子 数 の 少 な い もの で は 急 激 に減 少 し た(Fig.1-A)。 泌 乳10日 に お け る卵 巣 静

脈 血 中 プ ロ ジ ェ ス テ ロ ン 濃度 は,乳 子 数 が 増 加 す る と高 くな り,末 梢 血 中 濃 度 とは 逆 の 傾 向 を示

し た(Table2)。

2>プ ロ ラ クチ ン濃 度 は泌 乳3日 で最 高 値 を示 した が,以 後 は,い ず れ の 群 に お い て も減 少 し

た 。2匹 哺 乳 群 の値 は,哺 乳 期 を通 して8匹 哺 乳 群 の 値 よ り低 か っ た(Fig,1-B)。

3)LHお よ びFSH濃 度 は 泌乳5日 で低 くな っ た が,乳 期 の 進 行 に伴 っ て,乳 子 数 が 多 い ほ ど

LH濃 度 は低 く(Fig.1-c),ま たFsH濃 度 が 上 昇 す る時 期 は遅 れ る傾 向 を示 した(Fig.1-D) 。

4)以 上 の結 果 か ら,哺 乳 期 に お け る発 情 休 止 期 間 は,乳 子 数 の 増 加 に伴 っ て延 長 す る こ とが

明 らか とな っ た が,こ れ は,吸 乳 刺 激 の 強 さ が 性 腺 刺 激 ホ ル モ ン分 泌 の抑 制,お よ び プ ロ ラ クチ

ン とプ ロ ジ ェ ス テ ロ ン分 泌 の促 進 の 度 合 に影 響 し た こ とに よ る もの と推 察 され た 。
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TablelIntervalsfromparturitionto

thefirstestrusinlactatingrat

No.of

pups

Meanintervals(Day)

へ
∠

n
◎

4
て

へ
∠

-
幽
.

、★

26.2+

22.3+

20.8+

17.3+

1.lb(6)

1.la(6)

1.3(6)

1.3(6)

*Meaninterval+standarderror .Numberin

parenthesesindicatesnumberofanimalsused..

Significantlydifferentfromthegroupnursing

2pups(ap<0.05,bp<0.01).

Table2Peripheralandovarianvenousplasmaprogesterone

levelsonday160flactationintherat

No.of

pups

Peripheralplasma

(ng/ml)

Ovarianvenousplasma

(四/ml)

Ω
U

4

2

13。2★+1よda(4)

18.9+3.9(4)

25.3土4
.。1(.6)

2.51+0.69(4)

1.23+0.68(4)

0.73+0.09(6)

*Mean+standarderror .Numberinparenthesesindicates

numberofanimalsused.aSignificantlydifferentfrom

th・.9・ 。・p.nu・sip92
.PμP・.(Pく0・05).・

一2b乞 一



(貞
=
＼
ゆ
乙

貞
国
〉
国
自

回
甕

国
臼
㎝
国
望
髭

幽

0

0

0

0

0

0

0

0

0

1

8

7

6

5

4

3

2

1

2

{A⊃

/ぎ

図搬
壷

ヱ

心

。.

1＼〆
.、鉗

1

1
0f

pregnancy

(C)

51015

DAYOPL轟C?ATIO闘

20

葺 、。。

葺…

匿
400

300
z
E.200U

llo:

(a1

・L二=瞳
zo

人

ー

●

,

＼6
　 ?一

ユ300

1200

育ミ1100

髪1000
}

日
国
蔭

貞

澱
貞

XO6

300

zoa

100

a

a

I
●

s _蒼Cc

F ＼ 鮮

'ユ

210f

pregnancy

(DJ

1210f

pregnancy

51015

DAYOFLACTATION

20

ll::

建…
琶80・

　 フむむ

匿 、。。
日

田500
h

400

0

21

i

aエ1

i

51015

DAYOFLACTATION

/δ,"
'

＼ ゴ ρ

C
◇

c

工

◇

0

'

'

'

'

∂
'

'

'

'

む◇

◇c

1
0f

pregnancy

51015

DAyOFL跳C「2黙TION

Fig.1Serumlevelsofprogesterone(A),prolactin(B),LH(C)andFSH(D)duringlactation
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a:post-partumovulationwasobservedatautopsy.c:Theseanimalsshowedthevaginalsmear

ofestrusandhadbeenovulated.

2.哺 乳期のラットにおける乳子除去と発情回帰との関係

哺乳期無発情の発現に,持 続的な吸乳刺激が必要であるかどうかを調べ るために,哺 乳期の種

々の時期に乳子 を除去した場合の発情休止期間 と卵胞発育 を乳子数 との関連 で検討 した。

1)0～24時 間哺乳群では,乳 子数に関係な く分娩後5,6日 で発情が回帰 した。72時 間哺乳

群では,乳 子数2匹 以下で乳子除去後3日,乳 子数4匹 以上では乳子除去後4日 でそれぞれ発情

が回帰した(Fig.2)。72時 間哺糺群における乳子除去時の直径550μ η 以上の卵胞数は,乳 子数

が多いほど少な く,乳 子除去後 も乳子数が多い群の卵胞発育は遅れる傾向を示 した(Fig.3)。

一203一



2)分 娩後5,7お よび10日 における乳子除去後の発情休止期間は,12匹 哺乳群が2匹 哺乳群

よりも明らかに延長 したが(Fig,4),発 情休止期間の延長 した群においても,乳 子除去後2ま た

は3日 で典型的な発情前期の膣垢像 を示す動物が高頻度で出現 した。12匹 の乳子を10日 間哺乳 し

たラットでは,乳 子除去時に550岬 以上の卵胞は認め られなかったが,乳 子除去後2日 で急激な

増加が認められた(Fig。5)。

3)以 上の結果か ら,吸 乳刺激を分娩後5日 間以上続けると,乳 子除去後の発情休止期間が,

乳子数 と強い関連性 をもって延長することが明らか となった。また,12匹 哺乳群 で発情休止期間

の延長した個体 でも,乳 子除去後直ちに発情排卵過程の開始する動きがみ られたが,結 局は,抑

制機構が働いて,こ れが実現 しない ものと考えられた。
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3.哺 乳期のラットにおける乳子除去と血 中ホルモンの動態

および外因性ホルモンとの関係

乳 子 除 去 後 の 発 情 休 止 期 間 延 長 に 深 い関 連 が あ る と考 え ら れ る血 中 ホ ル モ ンの 変 動 お よ び 外 因

性 ホ ル モ ン投 与 の 効 果 を調 べ,乳 子 除 去 後 の 発 情 休 止期 間 延 長 の機 構 に つ い て 検 討 した 。

1)10日 哺 乳 ラ ッ トの 乳 子 除 去 後2ま た は3日 目に お け る 外 因性LHに 対 す る排 卵 反 応 は,5

μg以 上 のLH投 与 の 場 合,12匹 哺 乳 群 と2匹 哺 乳 群 の 間 に 有意 差 は 認 め ら れ な か っ た(Table.

3)。10日 哺 乳 ラ ッ トの乳 子 除去 後2ま た は3日 目に お い て,2匹 哺乳 群 では 明 らか なLHサ ー ジ

が 認 め られ た が,12匹 哺 乳 群 で は 基 礎 値 を維 持 す る に と ど ま っ た(Fig.6)。

2)10日 哺 乳ラ ッ トの乳 子 除 玄 後2ま た は3日 目 に お け るLHRH投 与 後 の排 卵率 は,12匹 哺 乳

群 の ほ うが2匹 哺 乳 群 よ り も低 か っ た(Table.4)。 また,LHRH投 与 後 の血 中LH濃 度 の 上 昇 も

12匹 哺 乳 群 の ほ うが2匹 哺 乳 群 よ り も小 さか っ た(Fig.7)。

3)10日 哺 乳 ラ ッ トの12匹 哺 乳 群 で は,血 中 プ ロ ジェ ス テ ロ ン濃 度 が 乳 子 除 去 後6日 ま で高 値

を 維 持 し(Fig.8),血 中 プ ロ ラ クチ ン 濃度 は 偽 妊 娠 ラ ッ トで 認 め られ て い るパ ター ン と よ く似

た 変 動 を示 し た(Fig.9)。 、
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4)以 上の結果か ら,多 数の乳子を哺育 したラットにおいても,乳 子除去後直ちに発情 ・排卵

への一連の過程が開始 されるが,こ れ らのラットでは乳子除去後の下垂体のLHRHに 対する反応

性が極めて低 く,ま た,乳 子除去後偽妊娠状態が誘起 されるために,発 情休.止期間が延長するも

の と考えられた。
L

Table30vulatoryresponsivenesstoovineLH20r3daysafterremovalof

pupsonday100flactation.

Doseof

LH〔 凶}

Cyclingrats Lactatingrats

2pups 12pups

o.a

O.5

1.0

5.O

zo.a

o/io

O/3

3/3 5.7十2.2(3J 6/6a

6/6

io/lo

10.8十 〇.9(6)

11.2+0.7b(6)

10.7+0.5(10)

工/5

6/10

8/9

9.0(1)

5.7+1.2(6)

9.8+1.0(8)

*Meannumberoftubalova+standarderrorinovulatedanimals.

Numberinparenthesesindicatesnumberofanimals.Significantlydifferent

fromヒhegroupnursed12pups(a:Pく0.05,b3Pく0・01,・
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Table40vulatoryresponsivenesstoexogenousLHRH20r3daysafter

ofpupsonday100flactation

removal

Doseof

LHRH(ngJ

Cyclingrats

2pups

Lact二atingra七S

工2pups

0

1-10

100

500

1000

zooo

4000

8000

0/7

0/e

6/Ba7.8+1.8(6)

7/9a11.0+0.4(7)

2/210.5+0彫5(2)

6/6610.5+0.86(6)

b6/7

b11/12

3/3

a5/5

11.2十2.1(6)

10.6+0.3(11)

7.3+3.2(3)

13.0+O.Sb(5)

0/5

1/82.0(1)

1/512.0(1)

2/82.5+0.5(2)

ユ/410。0{1)

2/44ウ5+2辱5(2}

*Meannumberoftubalova+standarderrorinovulatedanimals .

Numberinparenthesesindicatesnumberofanimals.Significantlydifferent

f【omthegroupnuζsedl2pups{a=Pく0.05rb:PくO.01}.
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4.哺 乳期 のラットにおける哺乳 黄体 の 有無 と発 情 回帰

吸 乳 刺 激 に よ る 直接 的 な 性 腺 刺 激 ホ ル モ ン 抑 制 作 用 と卵 巣 プ ロ ジェ ス テ ロ ン を介 す る 抑 制 作 用

を 区別 し,両 者 の 相 互 関 係 を明 らか に す る た め に,抗LH血 清 で 後 分 娩 排 卵 を抑 制 した 哺 乳 ラ ッ

トの 血 中 プ ロ ジ ェ ス テ ロ ン濃 度 と発 情休 止 期 間 に つ い て 検 討 した 。

1)12匹 お よび2匹 哺乳 群 と も抗LH血 清 処 理 で 発 情 休 止期 間 が 有 意 に 短 縮 し,2匹 哺 乳 群 の

値 は,分 娩 後 哺 乳 させ な か っ た群 の 発 情 休 止 期 間 と等 し くな っ た(Table5)。 プpジ ェ ス テ ロ ン

濃 度 は 哺 乳 乳 子 数 に 関 係 な く抗LH血 清処 理 ラ ッ トで は 実 験 期 間 中低 値(5.6ng/ml以 下)を 維

持 した(Fig,10)。 抗LH血 清 処 理 ラ ッ トの 卵 巣1; .!ま,妊 娠 黄 体 が 認 め ら れ た だ け で哺 乳 黄 体 は 存

在 しな か っ た 。

2)抗LH血 清 処 理 し た12匹 哺 乳 ラ ッ トに プ ロ ジ ェ ステ ロ ン を分 娩 後16日 ま で投 与 し,分 娩 後

10日 で乳 子 を除 去 す る と,乳 子 除 去 後6日 ま で は 血 中 プ ロ ジ ェ ス テ ロ ン濃 度 が 高 く,乳 子 除 去 後

の 発 情 休 止期 間 が 延 長 した 。 プ ロ ジ ェ ス テ ロ ン処 理 を分 娩 後10日 で 中 止 す る と,翌 日に 血 中プ ロ

ジ ェ ス テ ロ ン 濃 度 が 減 少 し,乳 子 除 去 後3日 で 発 情 が 回 復 した(Table,6,Fig.U)。

後轍よ難 霧 欝謄霜客禦饗照攣嘉灘 襟象驚魏
場 合 は,卵 巣 プ ロ ジ ェ ステ ロ ン依 存 型 の 発 情 休 止 期 間 の み が 出現 す る と結 論 さ れ た(Fig.12,13)。

以 上,本 研 究 は,吸 乳 刺 激 の 強 さ や 哺 乳 の 時 期 に 応 じ で 性 腺 刺 激 ホ ル モ ン の 分 泌 調 節 に 関 与 す

る 要 因 が 異 な る こ と を 明 ら か に し た も の で あ り,哺 糺 期 の ラ ッ トに お け る 発 情 抑 制 機 構 に 新 知 見

を 加 え た も の と 考 え る 。

TablesDiestrousperiodinlactatingratsreceivedsingleinjection

ofantiLHserumimmediatelyaftezpartuzition

No.ofTreatmentNo.ofDiestzoucperiodBodyweightof

pupsan1昂 己工5{Day)pup8〔9/li七terl

2

2

1

1

2

{∠

0

0

A-LH

Cont

A-LH

Cont

ハーLH

Conヒ

9

6

6
1

6

4

6

15.4主1.4a

26.2+1鱒1

己6
.5+0.2

工7.3十1.3

G.0+0.1

6.7+1.4

173.4+6.2

112.5+13.2

18.0+1.4

18.8+2.2

AnヒiLHse=um{0・4m1,wasinjecしodinしravenouslyimmediate】Lya£te【

parturitionintheratdeliveredbetween10:00hand19:00h.Body

weightofpupsondaysoflactationandonday100flactationwere

indicatedintheratsnursing2pupsandintheratsnursingI2pups,

r・曇spectively・A-LH昌AntiovineLH5αum.Cont;Conヒ 【01,禽=

Mean+standazderror.aSignificantlydifferentfromthevaluein

eachconヒroユ{pく0.01}.,
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Fig.10SerumprogesteronelevelsinlactatingratsreceivedsingleinjectionofantiLHserum

(A-LH)immediatelyafterparturition,□:Controlratsnursingl2and2pups.■:A-LHtreated

ratsnursing12pups.園:A-LHtreatedratsnursing2pups.圃:A-LHtreatedratsofwhich

pupswereremovedimmediatelyafterparturition.Significantlydifferentfromthevalueineach

control(a:p<0.05,b:p<0.01).Verticallineindicatesstandarderrorofmeanvalue.

Table6Diestrousperiodfollowingremovalofpupsonday100f

lactat二ioninヒheraしwhich.recei▽ed$ingleinjecヒionofantiovineLHserum

immediatelyafterparturition

Treatment No.of

animals

Diestrusafter

removalofpups(Day)

Bodyweightof

pups(g/litter)

A-LHP(Day3-10)

A-LHP(Day3-16)

NRS

7

/0

4

3.4十 〇.2a
-

8.7+1.0

10.3+0.5

189.4+4.4

192.5+7.9

201.5+12.9

AntiovineLHserumornormalrabbitserum(0.4ml)wasinjected

intravenouslyimmediatelyafterparturitionintheratsdelivered

between10:00hand19:00h.Progesterone(2mg/0.2mlofsesame

oil)wasinゴectedsubcu仁aneouslytwiceaday(10:00hand22:00h)

beヒweendays3andlOofpostニ ーpart二umorbetweendays3andl60f

post-partum.Thebodyweightofpupswasindicatedatremovalof

pups.A-LHAntiovineLHserum.PProgesterone.NRS

Normalrabbitserum.aSignificantlydifferentfromNRSgroup

(p<0.01).*Mean+standarderror.
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ratwhichreceivedsingleinjectionofantiLHserum(A-LH).A-LHwasinjectedintravenously

immediatelyafterparturitionintheratdeliveringbetween:10:00hand18:00h,andproges-
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審 査 結 果 の 要 旨

哺乳期のラットにおける発情抑制機構には,吸 乳刺激が直接,視 床下部 ・下垂体系のホルモン

を介する経路と,卵 巣のホルモンを介する経路が関与 している。本研究は,こ れ ら2経 路が作動

する条件を,乳 子数おタび泌乳の時期との関連で明 らかに しようとした。

まず,ラ ットの哺乳期における発情休止期間は,乳 子数の増加に伴 って延長することを確認 し,

これは吸乳刺激の強さが性腺刺激ホルモンの分泌抑制と,プ ロラクチンおよびプロジェステロン

の分泌促進に影響 したためであることを示した。

次に,吸 乳刺激を分娩後5日 間以上続けた場合,乳 子除去後の発情休止期間は,乳 子数が多い

ものほど延長す ることを見いだ した。さらに,10日 間哺乳を続けたラッ トで は,性 腺刺激ホルモ

ン放出ホルモンに対する下垂体の反応性が低下 しており,ま た偽妊娠状態が誘起されていること

を見いだ した。

本研究では,吸 乳刺激による直接的な性腺刺激ホルモン抑制作用 と,卵 巣プロジェステロンを

介する間接的な抑制作用を識別するため,抗 黄体形成 ホルモン血清を調製 し,こ れによって後分

娩排卵を抑制 した哺乳ラッ トを用いることを試みた。 これ らのラットについて血中プロジェステ

ロン濃度と発情休止期間の関係をしらべた結果,強 い吸乳刺激による哺乳期無発情の場合は,泌

乳期前半では吸乳刺激依存型であり,後 半に卵巣プロジェステロン依存型に移行することを示す

成績を得 た。 これに対し,弱 い吸乳刺激が加えられた場合は,も っぱ ら卵巣プロジ属ステロン依

存型の発情休止期間のみが出現するとの結論を得た。

以上,本 研究は吸乳刺激の強さや哺乳の時期に応 じて性腺刺激ホルモ ンの分泌調節経路が変わ

る可能性があることを明らかにした ものであり,哺 乳期のラットにおける発情抑制機構に新知見

を加えた。分娩後の無発情は多くの家畜でみられる現象でもあり,本 研究は家畜繁殖学の領域 に

貢献するところが大きく,農 学博士の学位を授与ずる{ζ値するど判定 した。
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