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緒   言  

 

家 畜 の 繁 殖 は 個 体 数 を 増 や す こ と と 同 時 に 、 そ れ ぞ れ の 家 畜

に お け る 育 種 ・ 改 良 を 念 頭 に 置 い て 実 施 さ れ て き た 。 優 れ た 形

質 を 持 つ 雄 畜 を 多 数 の 雌 畜 に 交 配 さ せ れ ば 雄 畜 側 か ら の 家 畜 改

良 が 促 進 さ れ る た め 、 多 く の 家 畜 種 で 人 工 授 精 が 応 用 さ れ て き

た 。 そ の 効 果 と し て 、 わ が 国 で 人 工 授 精 が 最 も 普 及 し て い る 乳

牛 で は 、 １ 頭 あ た り の 年 間 平 均 乳 量 が 最 近 50年 間 で 5,000 kg増

加 し た こ と を 金 川 [46]が 報 告 し て い る 。  

本 邦 で の 人 工 授 精 に 関 す る 研 究 は 馬 を 対 象 に 行 っ た も の か ら

始 まったが [117]、 現 在 馬 に関 しては肉 用 馬 や乗 用 馬 の一 部 で人

工 授 精 が 行 わ れ て い る に 過 ぎ な い 。 第 ２ 次 世 界 大 戦 後 、 使 役 馬

が急 減 したことにより、 戦 前 は一 時 150万 頭 を越 えたわが国 の馬

飼 養 頭 数 が [55]、 現 在 は ７ 万 ５ 千 頭 前 後 と な り そ の 大 多 数 を 競

走 馬 が 占 め て い る 。 競 走 馬 の 血 統 登 録 は 閉 鎖 式 で あ り 、 繁 殖 方

法 と し て 自 然 交 配 だ け を 認 め て い る た め 人 工 授 精 に よ る 産 駒 は

競 走 馬 と し て は 登 録 で き な い [42]。 そ の た め 、 人 工 授 精 に 関 す

る 研 究 も 行 わ れ ず 、 牛 に 比 べ 精 子 や 精 漿 に 関 す る 知 見 も 乏 し い

状 況 に あ る 。  

馬 は 季 節 繁 殖 動 物 で あ り 、 雌 で は 長 日 期 に 卵 巣 機 能 が 活 発 と

な っ て 発 情 が 発 現 し 、 短 日 期 に 至 る と そ の 機 能 は 休 止 状 態 と な

る 。 し か し 、 雄 馬 で は 精 液 の 採 取 が 周 年 可 能 で あ り 、 短 日 期 に

な っ て も 精 巣 機 能 が 休 止 状 態 と な る こ と は な い 。 雄 に お い て も

繁 殖 機 能 は 視 床 下 部 － 下 垂 体 － 性 腺 軸 が 主 体 と な っ て 制 御 さ れ

て い る が 、 そ の 内 分 泌 機 能 の 評 価 を 行 う 場 合 に 指 標 と し て 用 い
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ら れ て い る の は 末 梢 血 中 の テ ス ト ス テ ロ ン 値 で あ る [78]。 性 成

熟 後 の雄 個 体 での主 なテストステロンの生 理 作 用 は、 FSHと共 同

し て 減 数 分 裂 の 後 半 以 降 の 精 子 形 成 を 正 常 に 維 持 す る こ と 、 精

巣 上 体 内 精 子 の 成 熟 促 進 と 精 巣 上 体 尾 部 精 子 の 生 存 期 間 を 延 長

す る こ と 、 お よ び 雄 の 副 生 殖 器 の 発 育 増 殖 を 促 進 し ， そ の 機 能

を 刺 激 す る こ と で あ る [29]。 従 っ て 、 テ ス ト ス テ ロ ン は 造 精 機

能 と 精 漿 の 産 生 の 両 方 に 影 響 を 及 ぼ す 非 常 に 重 要 な 物 質 で あ る

こ と は 言 う ま で も な い 。 雄 畜 の 精 巣 由 来 の ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン

に 関 し て は 、 ヒ ト [11,87,89,93]、 赤 毛 猿 [26,92]、 牛 [48]、 羊

[113]、 ラ ッ ト [6]お よ び 馬 [8,14,24,53,54,98,108-110]な ど の

血 中 テ ス ト ス テ ロ ン に つ い て 研 究 が な さ れ て い る が 、 日 内 変 動

の 存 在 に つ い て も 意 見 の 一 致 を 見 て い な い 。  

雄 馬 の 繁 殖 能 力 に は 各 個 体 に 固 有 な 受 精 能 力 、 栄 養 、 年 齢 、

健 康 状 態 、 季 節 、 性 行 動 や 品 種 な ど 様 々 な 要 因 が 影 響 す る が

[81]、 Pikett[85]お よ び Pikettら [86]は 季 節 、 精 巣 の 大 き さ 、

年 齢 、 射 精 頻 度 が 精 液 性 状 に 最 も 重 要 な 影 響 を 与 え る 要 因 と し

て挙 げている。 この要 因 の中 で季 節 に関 する報 告 では、 冬 期   (

非 繁 殖 期 )は 夏 期 (繁 殖 期 )に 比 べ 性 欲 の 減 退 、 射 出 総 精 子 数 の

減 少 、 お よ び 精 子 運 動 性 の 低 下 が 見 ら れ る こ と を Magistriniら

[60]が 報 告 し て い る 。 ま た 西 川 ら [80]は 、 冬 期 は 夏 期 に 比 べ 精

子 奇 形 率 は 少 な い と 報 じ て い る 。 精 巣 の 大 き さ に 関 し て は 、 精

液 量 お よ び 精 子 数 が 相 関 す る と す る 報 告 [85]と 、 精 液 性 状 と は

相 関 性 が み ら れ な い と す る 報 告 [97]が な さ れ て い る 。 年 齢 に 関

す る 報 告 で は 、 ２ 才 か ら 16才 の 44頭 の 雄 馬 で の 結 果 と し て 、 膠

様 物 量 、 全 精 液 量 、 精 子 濃 度 や 精 子 運 動 性 の 全 て に お い て 年 齢
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が 高 い ほ ど 増 加 す る と す る 報 告 が 見 ら れ る [85]。 ま た 、 射 精 頻

度 に 関 し て は 、 射 精 頻 度 の 増 加 が 精 子 濃 度 お よ び 射 出 総 精 子 数

の 減 少 を 招 く こ と を 西 川 [80]が 報 告 し て い る 。 さ ら に 、 た と え

１ 日 １ 度 の 採 精 で も 、 連 日 長 期 に わ た れ ば 精 子 濃 度 、 精 子 数 が

漸 減 す る た め 、 精 液 性 状 の 維 持 に は 適 当 な 休 養 を と る こ と が 望

ま し い と し て い る 。 こ れ ら の 報 告 か ら 、 雄 馬 の 繁 殖 能 力 を 評 価

す る 際 に は 精 子 の 運 動 性 に 影 響 を 与 え る 要 因 と し て 季 節 と 年 齢

の 影 響 を 考 慮 す る 必 要 が あ り 、 造 精 機 能 に 影 響 を 与 え る 要 因 と

し て は さ ら に 精 巣 の 大 き さ と 射 精 頻 度 を 考 慮 し な け れ ば 、 正 し

い 判 定 が 出 来 な い も の と 考 え ら れ る 。  

精 液 は 細 胞 成 分 で あ る 精 子 と 、 液 状 成 分 で あ る 精 漿 に 分 け ら

れ る 。 精 漿 は 精 子 を 輸 送 す る 媒 体 と し て の 役 割 を 果 た す が 、 そ

れ 以 上 に 精 子 を 取 り 巻 く 環 境 そ の も の で あ っ て 、 生 存 性 や 運 動

性 に 大 き く 影 響 し 、 受 精 が 成 立 す る 過 程 で 重 要 な 役 割 を 担 っ て

い る [16,57,62,64,94]。 精 漿 中 に 含 ま れ る 代 表 的 な も の と し て

果 糖 を は じ め ク エ ン 酸 、 ソ ル ビ ッ ト 、 イ ノ シ ッ ト 、 グ リ セ ロ リ

ン 酸 コ リ ン 、 エ ル ゴ チ オ ネ イ ン な ど が 挙 げ ら れ る が 、 こ の 外 に

無 機 物 お よ び 各 種 蛋 白 質 も 含 ま れ て い る [67]。 そ の 中 で も 果 糖

お よ び ク エ ン 酸 は 、 精 巣 ア ン ド ロ ジ ェ ン の 分 泌 状 態 を 判 定 す る

指 標 と し て 実 用 的 価 値 が 高 く 、 実 際 に 雄 牛 で 日 常 の 精 液 検 査 に

応 用 さ れ て い る [65]。 し か し 、 そ の 一 方 で 無 機 物 お よ び 蛋 白 質

に 関 し て は 、 そ れ ほ ど 関 心 が 持 た れ て い な い の が 現 状 で あ る 。  

精 漿 中 イ オ ン の 役 割 を み る と Na + は Cl - と と も に 浸 透 圧 の 維 持

に 役 立 ち 、 Mg 2 + は 精 子 の 運 動 性 、 生 存 性 に 保 護 的 に 働 き 、 K + は

精 子 の 呼 吸 、 解 糖 お よ び 活 力 の 維 持 に 役 立 つ と 言 わ れ て い る 。
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一 方 、 Ca 2 + は 古 く か ら 精 子 の 代 謝 、 活 力 、 生 存 率 に 対 し 有 害 と

い わ れ 、 ま た Fe 2 + や Cu 2 + な ど の 重 金 属 イ オ ン は 精 子 の 運 動 性 、

生 存 性 を 阻 害 す る こ と が 知 ら れ て い る [65,73,115,116]。  

一 方 、 精 漿 の 蛋 白 質 に は 、 主 に 精 嚢 腺 、 前 立 腺 お よ び 尿 道 球

腺 か ら 分 泌 さ れ た も の の ほ か に 、 量 的 に は わ ず か で あ る が 精 巣

上 体 、 精 管 （ 精 管 膨 大 部 ） お よ び 精 巣 か ら 分 泌 さ れ た も の や 精

子 か ら 漏 出 し た も の が 含 ま れ る [81]。 実 際 に 精 子 成 分 の 中 で 、

ヒアルロニダー ゼやチトクロー ム Cなどが精 子 の老 化 に伴 って精

漿 中 に 移 行 し [62]、 ま た 、 細 胞 質 滴 の 酵 素 蛋 白 質 は 特 に 漏 出 し

や す い と い わ れ て い る [32]。 こ れ ら の 中 で 、 造 精 機 能 や 精 子 の

運 動 性 に 関 連 す る も の 、 あ る い は 疾 病 に 関 連 し て 増 減 す る 物 質

が 有 れ ば 、 疾 病 や 能 力 の 判 定 を 行 う 上 で 有 用 な も の と 成 り 得 る

と 思 わ れ る 。  

医 学 領 域 で は 、 Nylander[83]が 副 生 殖 腺 に 障 害 が 発 生 す る と

精 漿 蛋 白 質 の 組 成 が 変 化 す る と 報 告 し た の を 契 機 に 、 精 漿 蛋 白

質 に 関 す る 研 究 が 進 め ら れ て き た 。 近 年 、 電 気 泳 動 法 の 進 歩 を

背 景 と し て 、 蛋 白 質 の 研 究 が 目 覚 し く 発 展 し た 。 こ の 結 果 、 原

ら [31]は精 漿 蛋 白 質 中 に特 異 抗 原 (γ -Sm)を発 見 し、 さらに蒲 池

・ 石 橋 [44]に よ っ て そ の 蛋 白 質 が 前 立 腺 癌 の 診 断 マ ー カ ー と し

て利 用 できると報 告 されるまでに至 った。 また、 原 はγ -smが法

医 鑑 識 上 の 精 液 確 認 マ ー カ ー と し て 利 用 で き る こ と も 報 告 し て

いる [30]。 γ -sm以 外 でも、 藤 井 らは男 性 不 妊 症 における精 漿 蛋

白 質 の 分 析 に 関 す る 報 告 を し て い る [22]。  

一 方 、 家 畜 の 精 漿 中 に 含 ま れ る 蛋 白 質 に 関 す る 報 告 は 牛 を 対

象 に し た も の が 多 く 、 ア ク ロ シ ン 抑 制 因 子 、 セ ミ ナ ル プ ラ ス ミ
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ン 、 精 子 前 進 運 動 タ ン パ ク 質 、 酸 性 タ ン パ ク 質 な ど に 関 す る も

の が 見 ら れ 、 こ の 他 に も イ ン ヒ ビ ン 活 性 を も つ ペ プ チ ド や 各 種

酵 素 が含 まれているという報 告 も見 られる [67,71]。 しかし、 馬

精 漿 蛋 白 質 に 関 し て の 研 究 は 数 少 な く 、 古 く は Szumowski & 

Stober[106]が蛋 白 分 画 像 とその比 率 を報 告 したにとどまってお

り 、 近 年 に お い て も Amannら [2]に よ る 凍 結 ・ 融 解 後 の 精 子 の 運

動 性 と 精 漿 蛋 白 質 の 関 連 性 を 追 究 し た 報 告 が み ら れ る が 、 精 子

の 運 動 性 に 影 響 を 与 え る 蛋 白 質 は 特 定 さ れ て い な い 。  

本 研 究 で は 、 上 記 の 様 な 現 状 を ふ ま え 、 雄 馬 の 繁 殖 生 理 を よ

り 深 く 理 解 し 、 繁 殖 能 力 の 判 定 や 疾 病 の 診 断 の 精 度 を よ り 向 上

さ せ る こ と を 目 的 と し て 、 雄 生 殖 器 に 直 接 的 な 影 響 を 与 え る 男

性 ホ ル モ ン の 動 態 を 把 握 し た 上 で 、 精 漿 中 に 含 ま れ る 成 分 に つ

い て 検 討 を 加 え た 。 第 １ 章 で は 雄 馬 の 末 梢 血 中 テ ス ト ス テ ロ ン

と デ ヒ ド ロ テ ス ト ス テ ロ ン の 測 定 を 行 い 、 日 内 変 動 の 有 無 と 、

馬 精 子 の 運 動 性 に 影 響 を 与 え る 要 因 で あ る 季 節 お よ び 年 齢 の 影

響 に 関 し て 検 討 を 加 え た 。 第 ２ 章 で は 馬 精 漿 中 の ８ 種 類 の 無 機

物 に つ い て 濃 度 を 測 定 し 、 精 液 性 状 と の 関 連 性 を 検 討 し た 。 第

３ 章 で は 精 漿 蛋 白 質 の 分 画 を ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動

法 で 行 い 、 各 分 画 蛋 白 質 濃 度 と 精 液 性 状 と の 関 連 性 の 有 無 を 検

討 し た 。 さ ら に 、 第 ４ 章 で は 精 漿 蛋 白 質 の う ち 鉄 結 合 蛋 白 質 で

あるトランスフェリンとラクトフェリンについて ELISA法 を用 い

て 正 確 な 濃 度 を 測 定 し 、 精 液 性 状 と の 関 連 性 を 検 討 し た 。 第 ５

章 で は 、 馬 精 漿 に 含 ま れ る 精 子 前 進 運 動 促 進 因 子 を 特 定 す べ く

、 精 巣 上 体 尾 精 子 の 運 動 性 に 対 す る 精 漿 か ら 分 画 し た 各 成 分 の

影 響 を 観 察 し た 。  
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第 １章  

 

 

雄 馬 の血 中 テストステロンとジヒドロテストステロンの  

日 内 変 動 ならびに 24 時 間 平 均 濃 度 に対 する年 齢 と季 節 の影 響  
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序   論  

 

全 て の 動 物 は 生 体 恒 常 性 ( h omeo s t a s i s ) を 備 え て お り 、 器 官 の 機 能 が 亢

進 し た と き は 抑 制 し 、 低 下 し た と き は 促 進 す る と い う よ う な 自 動 調 節 が 行 わ れ

て い る 。 こ の 調 節 機 構 に は 、 自 律 神 経 系 に よ る 神 経 性 調 節 と 、 ホ ル モ ン を は

じめとする体 液 性 調 節 が関 与 している。  

しかし、ある種 のホルモン分 泌 パターンは、homeo s t a s i s に基 づく調 節 機 構

と は 異 な る 独 自 の リ ズ ム で 日 周 的 変 化 を 示 す こ と が 報 告 さ れ て い る [ 4 5 ] 。 こ の

ようなホルモンの日 内 変 動 は 1943 年 に P i n c u s [ 8 7 ]がヒトの 17-ケトステロイド

の 尿 中 排 泄 パ タ ー ン に 日 周 性 を 発 見 し た こ と に 始 ま り 、 そ の 後 の ホ ル モ ン 測

定 技 術 の 進 歩 と と も に さ ま ざ ま な ホ ル モ ン に 日 内 変 動 の あ る こ と が 明 ら か と な

った。  

ホ ル モ ン の 日 内 変 動 は、 体 内 に 存 在 す る 体 内 時 計 に よ っ て 生 じ る が 、 こ の

リ ズ ム は外 部 の 環 境 に 同 調 し や す く 、 周 期 的 に 変 化 す る光 、 温 度 、 睡 眠 、 摂

食 、 音 な ど が 同 調 因 子 と し て 挙 げ ら れ る [ 5 9 , 7 5 ] 。 副 腎 皮 質 ホ ル モ ン は 日 内

周 期 を 示 す 代 表 的 な ホ ル モ ン で 、 そ の 周 期 は 明 暗 周 期 に 同 調 し て い る

[ 6 , 2 3 , 3 4 ] 。 ま た 日 内 変 動 を 示 す そ の 他 の ホ ル モ ン と し て は 、 成 長 ホ ル モ ン

(GH ) 、 プ ロ ラ ク チ ン ( PRL ) 、 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン ( T SH ) な ど が 挙 げ ら れ て い る

[ 8 8 , 9 6 , 1 0 7 , 1 12 ]。  

雄 畜 の 精 巣 由 来 の ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン に 関 し て は 、ヒ ト [ 1 1 , 8 9 , 9 3 ] 、 赤 毛

猿 [ 2 6 , 9 2 ] 、 牛 [ 4 8 ] 、 羊 [ 1 1 3 ] 、 ラ ッ ト [ 6 ] な ど の 血 中 テ ス ト ス テ ロ ン に つ い て 研

究 さ れ て い る が 、 日 内 変 動 の 存 在 に つ い て は 、 賛 否 両 論 が 交 錯 し て お り 、 現

在 までのところ定 説 はない。  

一 方 、 雄 馬 の 末 梢 血 中 テ ス ト ス テロ ンに 関 しても、 日 内 変 動 およ び 季 節 変

動 に 関 す る 研 究 が な さ れ て い る 。 季 節 変 動 に 関 し て は 繁 殖 季 節 の 方 が 非 繁
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殖 季 節 よ り も 有 意 に 高 い と い う 報 告 [ 8 , 1 4 , 2 4 , 5 3 , 8 7 , 1 09 , 1 10 ] と 、 両 者 の 間

に 有 意 差 を 認 め な い と い う 報 告 が あ る [ 1 0 8 ] 。 ま た 日 内 変 動 に つ い て も 、 １ 日

に 1 つの頂 値 を持 つ一 相 性 の変 化 を示 す報 告 [ 5 4 , 9 8 ]と、一 日 に 2 つの 頂

値 を 持 つ 二 相 性 の 変 化 を 示 すという報 告 がある [ 1 4 , 2 4 , 1 07 ] 。このよう に雄 馬

の 末 梢 血 中 テ ス ト ス テ ロ ン の 日 内 変 動 に つ いて も 、 他 の 動 物 と 同 様 に 明 確 に

はさ れ て お らず、 そ の 変 動 バ タ ー ン や、 頂 値 を 形 成 す る時 間 も 報 告 者 によ りま

ちまちである。  

そこで本 章 では、季 節 別 に 雄 馬 の 末 梢 血 中 テ ストステロ ンとジヒドロ テストス

テ ロ ン 濃 度 の 日 内 変 動 を 調 べ る と と も に 、 そ の 季 節 差 お よ び 年 齢 差 に つ い て

も検 討 を加 えた。  
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材 料 お よ び方 法  

 

1 .  供 試 馬  

北 里 大 学 獣 医 畜 産 学 部 付 属 農 場 繋 養 の サ ラ ブ レ ッ ド ４ 頭 ( K1 ～ K3 、 K5 )

と ア ン グ ロ ア ラ ブ １ 頭 (K4 ) お よ び 七 戸 町 内 Ｈ 牧 場 繋 養 の サ ラ ブ レ ッ ド １ 頭 (H1 )

の計 6 頭 の 雄 馬 を供 試 した 。供 試 馬 の実 験 開 始 時 の 年 齢 は明 け 11～21

歳 、体 重 は 450～5 50  k g であり、それらの詳 細 は表 １に示 した。  

供 試 馬 K1～K5 は 3 . 4×2 .5  m または 3 . 4×3 .4  m の馬 房 に藁 を敷 いて個

別 に飼 育 した。また、月 曜 日 を除 く毎 日 6 : 3 0 または 7 : 3 0 から約 １～２時 間 に

わた っ て 、 曳 き運 動 お よ び 騎 乗 運 動 を さ せ た 。 飼 料 の 給 与 の 詳 細 は 表 2 に

示 したが、１頭 につき、１日 当 たりへイキューブ約 8  k g、濃 厚 飼 料 8 . 7～15 . 0  

k g を 3 回 に分 けて給 与 した。  

一 方 、供 試 馬 H1 は、運 動 場 ( 2 1 . 1×19 . 9  m )付 きの 3 . 8×3 .5  m の馬 房 に

飼 育 し、 自 由 に 運 動 させ た。 飼 料 給 与 の詳 細 は 表 ３ に 示 したが、 乾 草 およ び

濃 厚 飼 料 を１日 当 たり合 計 6 . 8  k g を均 等 に４回 に分 けて給 与 した。また、H1

は繁 殖 季 節 中 (３～７月 )に、日 に１～２回 7 : 3 0 前 後 または 17 : 0 0 前 後 に試

情 に使 用 した。  

実 験 ではこれらの供 試 馬 を年 齢 別 に２群 に分 け、K1 および K2 を 11-17

歳 群 、残 りの K1～5 および H1 の４頭 を 20～21 歳 群 として取 り扱 った。  

 

2 .  採 血 計 画  

( 1 )  採 血 時 期 および採 血 間 隔  

採 血 は、１～２月 (冬 季 )、４～５月 (春 季 )、７～８月 (夏 季 )、10 月 (秋 季 )の４

季 について行 った。各 季 とも各 群 ２～３頭 を供 用 して、１時 間 間 隔 で 24 時 間

に わ た る 採 血 を 行 っ た 。 な お 、 各 群 の 供 試 馬 採 血 状 況 の 詳 細 は 表 ４ に 示 し
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た。  

( 2 )  採 血 方 法  

採 血 には、太 さ 19  G、長 さ 38  mm の注 射 針 を用 いて、注 射 器 あるいは加

真 空 採 血 管 ( テ ルモ㈱ )を 使 用 し、 頚 静 脈 から採 血 した。 抗 凝 固 剤 と して ヘ パ

リンナトリウムを用 いて１回 当 たりの採 血 量 を約 25  m l として、採 血 後 直 ち に血

液 を粉 砕 氷 中 で冷 却 した。  

その後 、血 液 を 5℃で 1 , 6 30×g、20 分 間 遠 心 して血 漿 を分 離 し、血 漿 は

ホ ル モン 測 定 ま で -20 ℃ で 保 管 した 。 な お 、 採 血 時 に は、 供 試 馬 に で きるだ け

ストレスを与 えないように注 意 を払 った。  

 

3 .  末 梢 血 中 テストステロンおよびジヒドロテストステロンの測 定  

血 中 テ ス ト ス テ ロ ン お よ び ジ ヒ ド ロ テ ス ト ス テ ロ ン の 測 定 は 、 抽 出 と 免 疫 反 応

は 牧 野 ら の 方 法 ［ 6 1 ] お よ び 分 離 ・ 精 製 は 穂 坂 ら の 方 法 [ 3 7 ] に 準 じ て 行 っ た 。

すなわち、血 漿 0 . 5～1 . 0  m l に 10 倍 量 のエーテルを加 えて脂 質 を抽 出 した

の ち 、 ヘ キ サ ン ： ベ ン ゼ ン ： メ チ ル ア ル コ ー ル ( 9 0 : 5 : 5 ) を 溶 媒 と し た セ フ ァ デ ッ ク

ス LH-20 ( Ph a rma c i a  F i n e  Ch em i c a l 社 )を用 いたカラムクロマトグラフィでテス

トステロンおよびジヒドロテストステロンを分 離 ・精 製 した。  

使 用 したカラムは、溶 媒 に１晩 以 上 膨 潤 させ、2  m l の脱 気 したセファデック

ス LH-20 を、改 良 した内 径 6 . 7  mm のツベルクリン用 注 射 筒 に充 填 して使 用

し、溶 出 液 量 ８  m l から 12  m l までの４  m l をジヒドロテストステロン、溶 出 液 量

12 . 5  m l から 18 . 5  m l までの 6  m l をテスステロンの測 定 に用 いた。  

次 に、それぞれの溶 出 液 にテストステロン- 3 H あるいはジヒドロテストステロン

- 3 H を 10 , 0 00  d pm を添 加 後 蒸 発 乾 固 させた。その後 、テストステロンおよび

ジ ヒ ドロ テ ス ト ス テ ロ ン 測 定 用 サ ン プ ル の 両 方 に そ れ ぞ れ テ ス ト ス テ ロ ン 抗 血 清

0 . 2 5  m l を加 え、４℃で一 昼 夜 反 応 させたのち、50 % (NH 4 ) 2 S 0 4 で遊 離 型 標
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識 テ ス ト ス テ ロ ン を 分 離 し 、 そ の 放 射 能 を 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー

( L SC-651 型 アロカ㈱ )で測 定 した。  

テ ス ト ス テ ロ ン お よ び ジ ヒ ド ロ テ ス ト ス テ ロ ン 値 は 測 定 値 か ら テ ス ト ス テ ロ ン

- 3 H の結 合 率 を求 め、標 準 曲 線 より算 出 した。  

なお、使 用 したテストステロン- 3 H は t e s t o s t e r o n e , [ 1 , 2 , 6 , 7 , 3 H (N ) ] (N ew  

En g l a n d  Nuc l e a r 社 ) 、 ジ ヒ ド ロ テ ス ト ス テ ロ ン - 3 H は

d i h yd r o t e s t o s t e r o n e , [ 1 , 2 , 4 , 5 , 6 , 7 , 3 H (N ) ] (N ew  En g l a n d  Nu c l e a r 社 )、テ

スス テロン 抗 血 清 は Tes t o s t e r o n e-3-CMO-BSA に対 す る家 兎 血 清 であっ

た。  

 

4 .  統 計 処 理  

テ ス ス テ ロ ン 値 お よ び ジ ヒ ド ロ テ ス ト ス テ ロ ン 値 の 季 節 間 お よ び 個 体 関 の 検

定 は t -検 定 によった。  

 

5 .  実 験 期 間  

本 実 験 の採 血 は、1 987 年 １月 から 198 8 年 10 月 にわたり実 施 した。  
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結   果  

 

1 .血 中 テストステロンおよびジヒドロテストステロン濃 度 の日 内 変 動  

( 1 )  1 1～17 歳 群  

血 中 テ ストステロンおよびジヒドロテストステロン濃 度 の日 内 変 動 を、季 節 別

に図 １に示 した。なお、春 季 は２例 、その他 は３例 の平 均 値 である。  

テ ス ト ス テ ロ ン 濃 度 の 日 内 変 動 は 、 ４ 季 節 と も ２ つ の ピ ー ク が 観 察 さ れ 、 二

相 性 変 化 を 示 し た 。 す な わ ち 、 第 １ の ピ ー ク の 出 現 時 刻 は 、 冬 季 お よ び 春 季

が 16 時 、夏 季 が 10 時 および秋 季 が 12 時 で、いずれも昼 間 に観 察 された。

また、ピーク形 成 時 のテストステロン濃 度 は冬 季 が 0 . 7 6  n g/m l、春 季 が 0 . 7 9  

n g/m l、夏 季 が 0 . 8 4  n g/m l および冬 季 が 0 . 8 8  n g/m l で、季 節 間 に差 は認

められなかった。第 ２のピークは、春 季 および夏 季 では 22 時 、秋 季 では１時 に

出 現 し、 いず れも 夜 間 に 観 察 され た。 しか し、 冬 季 では 24 時 か ら２ 時 まで高

値 を 保 ち 、 他 の ３ 季 の よ う な 明 瞭 な ピ ー ク が 形 成 さ れ な か っ た 。 ピ ー ク 形 成 時

のテストステロン濃 度 は冬 季 が 0 . 6 6  n g/m l ( 2 4 時 から２時 までの間 の最 高 値 )、

春 季 が 0 . 8 0  n g/m l、夏 季 が 1 . 5 4  n g/m l および秋 季 が 0 . 6 6  n g/m l で、夏 季

が 最 も 高 く 、 冬 季 お よ び 秋 季 に 低 い 傾 向 が 認 め ら れ た 。 し か し 、 こ れ ら の 差 は

統 計 学 的 に有 意 なものではなかった。  

個 々 の 供 試 馬 の テ ス ト ス テ ロ ン 濃 度 の ピ ー ク 出 現 時 刻 と 採 血 開 始 日 の 日

出 時 、 日 没 時 お よ び 可 照 時 間 に つ いて 相 関 関 係 を 検 討 したと こ ろ、 第 １ ピ ー

ク出 現 時 刻 は日 出 時 との間 に r = 0 . 6 9 の有 意 な正 の相 関 関 係 が認 められた

( p < 0 . 0 5 ) 。 し か し 、 第 ２ ピ ー ク 出 現 時 刻 は 日 出 時 、 日 没 時 お よ び 可 照 時 間 と

の間 に有 意 な相 関 関 係 は認 められなかった。  

ジ ヒ ド ロ テ ス ト ス テ ロ ン 濃 度 は 、 ４ 季 節 と も テ ス ト ス テ ロ ン 濃 度 に 比 べ 低 値 で

推 移 し 、 明 瞭 な ピ ー ク は 観 察 さ れ な か っ た 。 し か し 、 不 明 瞭 な が ら テ ス ト ス テ ロ
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ン 濃 度 に 同 調 す る 傾 向 が み ら れ 、 テ ス ト ス テ ロ ン 濃 度 の ピ ー ク 形 成 前 後 に わ

ずかな増 減 が観 察 されるものが多 かった。  

( 2 )  2 0～21 歳 群  

血 中 テ ストステロンおよびジヒドロテストステロン濃 度 の日 内 変 動 を、季 節 別

に図 ２に示 した。なお、冬 季 は２例 、その他 は３例 の平 均 値 である。  

テ ス ト ス テ ロ ン 濃 度 に は 明 瞭 な 二 相 性 変 化 を 示 した 季 節 はな か っ た 。 冬 季

にお けるピーク は 17 時 に み られ ただ けで、 個 体 ご とにみ ても 夜 間 に 明 瞭 な ピ

ー クを 形 成 した も の はな か っ た 。 春 季 は 冬 季 に 比 べ テ ス ト ス テ ロ ン 濃 度 の 変 動

幅 が大 きかったが、明 瞭 なピークは 11 時 に観 察 されただけであった。個 体 ごと

にみると、３例 のうち二 相 性 変 化 を示 した ものが２例 あったが、ピークの出 現 時

刻 が か な り ば ら つ く 傾 向 が あ っ た 。 夏 季 お よ び 秋 季 の テ ス ト ス テ ロ ン 濃 度 の 変

動 に は 明 瞭 な ピ ー ク は 観 察 さ れ な か っ た 。 個 体 ご と に み る と 、 夏 季 の ３ 例 の う

ち１例 は 15 時 と３時 にピークが出 現 し、二 相 性 変 化 を示 したが、他 の２例 は

変 動 幅 が 小 さ く 、 明 瞭 な ピ ー ク は 観 察 さ れ な か っ た 。 ま た 、 秋 季 の ３ 例 は い ず

れもテストステロン濃 度 が 0 . 6  n g/m l 以 下 で推 移 し、このうち２例 でピークが観

察 されたが、その出 現 時 刻 に一 定 した傾 向 は認 められなかった。  

ジヒドロテストステロン濃 度 は 11～17 歳 群 と同 じようにテストステロン濃 度 よ

り も 低 値 で 推 移 し た が 、 変 動 幅 は か な り 狭 く 、 ほ ぼ 一 定 し た 値 を 保 つ 傾 向 が

あった。  

 

2 .血 中 テストステロンおよびジヒドロテストステロン 24 時 間 平 均 濃 度  

各 季 節 におけるテストステロンとジヒドロテストステロンの 24 時 間 平 均 濃 度

を図 ３に示 した。  

( 1 )  1 1～17 歳 群  

テ ス ト ス テ ロ ン 24 時 間 平 均 濃 度 は 、 冬 季 が 0 . 4 7  n g/m l 、 春 季 が 0 . 4 5  
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n g/m l、夏 季 が 0 . 6 1  n g/m l および秋 季 が 0 . 3 5  n g /m l で、夏 季 に高 く、秋 季

に低 かった ( p < 0 . 0 1 )。一 方 、ジヒドロテストステロン 24 時 間 平 均 濃 度 は、冬 季

が 0 . 2 5  n g /m l、春 季 が 0 . 2 1  n g /m l、夏 季 が 0 . 2 6  n g /m l および秋 季 が 0 . 1 4  

n g/m l で、テストステロン 24 時 間 平 均 濃 度 と同 様 に夏 季 に高 く、秋 季 に低 い

値 が得 られた ( p < 0 . 0 5 )。  

 

( 2 )  2 0～21 歳 群  

テ ス ト ス テ ロ ン 24 時 間 平 均 濃 度 は 、 冬 季 が 0 . 4 8  n g/m l 、 春 季 が 0 . 5 4  

n g/m l、夏 季 が 0 . 3 5  n g/m l および秋 が季 0 . 2 5  n g/m l で、11～17 歳 群 と異

な り 、 春 季 が 最 も 高 く 、 最 も 低 い 秋 季 と の 間 に 有 意 差 が 認 め ら れ た ( p < 0 . 0 5 ) 。

また、各 季 節 の値 を 11～17 歳 群 と比 較 すると、夏 季 における 20～21 歳 群 の

テストステロン 24 時 間 平 均 濃 度 は、11～17 歳 群 に比 べて有 意 に低 い値 を示

し た が ( p < 0 . 0 5 ) 、 他 の 季 節 に 差 は み ら れ な か っ た 。 一 方 、 ジ ヒ ド ロ テ ス ト ス テ ロ

ン 24 時 間 平 均 濃 度 は、冬 季 が 0 . 2 3  n g/m l、春 季 が 0 . 2 0  n g/m l、夏 季 が

0 . 1 7  n g /m l および秋 季 が 0 . 1 7  n g/m l で、テストステロン 24 時 間 平 均 濃 度 と

同 様 に 、 冬 季 と 春 季 に 比 べ 、 夏 季 と 秋 季 の 値 が や や 低 い 傾 向 が 認 め ら れ

た。  
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考   察  

 

雄 畜 の ア ン ド ロ ジ ェ ン の 大 部 分 は 、 精 巣 に 由 来 す る も の で あ る が 、 そ の 分

泌 は 常 に 一 定 の 割 合 で 行 わ れ て い る の で は な く 、 生 体 内 に 存 在 す る 体 内 時

計 によって、日 内 周 期 を示 すことが明 らかになってきた。  

こ れ ま で 、 テ ス ス テ ロ ン 分 泌 の 日 周 性 に 関 し て は 、ヒ ト [ 9 3 ] 、 赤 毛 猿 [ 9 2 ] 、

牛 [ 4 8 ]、羊 [ 1 1 3 ]、 山 羊 [ 7 4 ] 、ラット [ 6 ] などで日 内 変 動 が 存 在 す ると 報 告 さ れ

て い る 。 し か し 、 動 物 種 に よ り 変 動 の パ タ ー ン や 濃 度 の 増 減 す る 時 間 は 異 な

って いる． 例 えば 、 牛 [ 4 8 ] 、 羊 [ 1 1 3 ]、 山 羊 [ 7 4 ] では、 変 動 幅 の 大 きい律 動 的

な パ タ ー ン を 示 す と 報 告 さ れ て い る の に 対 し て 、ヒ ト で は 比 較 的 緩 や か な パ

ターンを示 すと報 告 されている。  

馬 の テ ス ト ス テ ロ ン の 日 内 変 動 に つ い て は 、 Cox ら [ 1 7 ] に よ っ て はじ め て 報

告 されて以 来 、数 人 の研 究 者 が 3～13 歳 の雄 馬 を用 いて研 究 を行 っている。

そ れ ら の 報 告 は テ ス ト ス テ ロ ン 濃 度 の 日 内 変 動 の 特 徴 か ら 二 分 さ れ る 。 す な

わち、Sh a rma [ 9 8 ]や K i r kp a t r i c k ら [ 5 4 ]が示 す一 相 性 という報 告 と Cox ら、

Bye r s ら、Gan j am  [ 1 4 , 1 7 , 2 4 ]による二 相 性 の報 告 である。  

一 相 性 を示 した報 告 では、 最 高 値 が８時 に、最 低 値 が 20～０時 に現 われ

る と し て い る の に 対 し て 、 二 相 性 を 示 し た 報 告 で は 、 ピ ー ク の 出 現 時 間 が 報

告 者 に よ り 異 な っ て い る 。 す な わ ち 、 第 １ の ピ ー ク 出 現 時 間 は 、 Cox ら [ 1 7 ] は

10～11 時 、Gan j am [ 24 ]は９時 、Bye r s ら [ 1 4 ]は 14～17 時 、また第 ２のピーク

はそれぞれ 15～16 時 、２時 、 22～１時 であると報 告 している。  

本 研 究 では、 11～17 歳 群 に おけるテ ス トステロ ン 濃 度 の 日 内 変 動 は二 相

性 変 化 を示 し、第 １ピークは冬 季 と春 季 では 16 時 、夏 季 では 10 時 および秋

季 では 12 時 に現 れた。第 2 ピークは、第 １ピークに比 べて不 明 瞭 であったが、

冬 季 では 0 時 、春 季 と夏 季 では 22 時 、秋 季 では１時 に現 れた。第 １ピークの
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出 現 時 刻 は 季 節 に 伴 っ て 変 化 し て い る こ と か ら 、 先 人 の 行 っ た 日 内 変 動 に

関 す る 報 告 に 開 き が あ っ た の は 、 調 査 時 期 に 対 し て 十 分 な 注 意 を 払 わ な か

ったためと考 えられた。  

季 節 に 関 連 さ せ て ピ ー ク の 出 現 時 間 を 検 討 し た 報 告 は こ れ ま で 見 当 た ら

ない。前 述 のとおり、本 研 究 の 11～17 歳 群 で得 られた第 １ピークの出 現 時 間

は 、 季 節 に よ っ て 異 な っ て い た が 、 日 出 時 と の 間 に 有 意 な 相 関 が 認 め ら れ た 。

したがっ て 、第 １ ピー クは季 節 によ り変 動 す る明 暗 周 期 に 同 調 す るこ と が 示 唆

さ れ 、 長 日 に な るに つ れ て 、 ピ ー ク が 前 方 へ 移 動 す ると 考 えら れ た 。 第 ２ ピー ク

に つ い て は 、 季 節 間 の 変 動 が あ ま り な く 、 ほ ぼ 一 定 し た 時 間 に 出 現 し 、 日 出

時 、 日 没 時 、 可 照 時 間 と の 間 に 有 意 な 相 関 は 認 め ら れ な か っ た 。 し た が っ て 、

第 ２ ピ ー ク は 第 １ ピ ー ク の よ う に 明 暗 周 期 に は 左 右 さ れ ず 、 雄 馬 自 身 の 持 つ

周 期 性 にしたがって出 現 する可 能 性 があるものと考 えられた。  

一 方 、 テ ス ト ス テ ロ ン 濃 度 と 季 節 と の 関 連 に つ い て は 、 多 く の 研 究 者 が 非

繁 殖 季 節 に 比 べ 、 繁 殖 季 節 の 方 が 有 意 に 高 い と 報 告 し て い る 。 し か し 、

Thompso n ら [ 1 0 8 ] は供 試 した４頭 のう ち２ 頭 につ いて季 節 間 の テス ト ステロ ン

値 に 有 意 差 が な か っ た と 述 べ 、 季 節 間 の 変 動 に 対 し て 否 定 的 な 結 果 を 示 し

て いる。 本 研 究 の 結 果 は、 前 者 と 意 見 を 同 じく し た 。 す な わ ち 、 年 齢 を 問 わ ず

本 邦 の非 繁 殖 季 節 にあたる秋 季 のテストステロン 24 時 間 平 均 濃 度 が最 も低

く、繁 殖 季 節 にあたる 11～17 歳 群 では夏 季 、20～21 歳 群 では春 季 の値 が

秋 季 に 比 べ 有 意 に 高 か っ た 。 な お 、 わ が 国 に お け る 軽 種 馬 の 繁 殖 季 節 は 便

宜 上 、3～7 月 とされているが、実 際 には 2 月 中 旬 より 8 月 中 旬 にわたってい

る こ と か ら 、 冬 季 は 非 繁 殖 季 節 か ら 繁 殖 季 節 へ の 移 行 期 で あ る と 考 え ら れ 、

冬 季 が春 季 および夏 季 との間 に有 意 な差 がなかったものと理 解 された。  

こ れ ま で 、 老 齢 馬 の テ ス ト ス テ ロ ン お よ び ジ ヒ ド ロ テ ス ト ス テ ロ ン 濃 度 の 変 動

について検 討 した報 告 はない。本 研 究 の 20～21 歳 群 では、テストステロン 濃
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度 の変 動 パターンが 11～17 歳 群 と明 らかに異 なっていた。すなわち、 20～21

歳 群 では ピー ク 出 現 時 刻 が 一 定 せ ず 、ま た 不 明 瞭 と な る傾 向 が み られ た。 特

に 、 夏 季 お よ び 秋 季 は そ の 傾 向 が 著 し く 、 明 瞭 な ピ ー ク を 形 成 し な い 個 体 も

観 察 さ れ た 。 こ れ ら の 原 因 が 、 体 内 時 計 に あ る の か 、 あ る い は 精 巣 の ア ン ド ロ

ジェン分 泌 機 能 にあるのか、本 研 究 の結 果 からは考 察 できなかった。  

以 上 の よ う に 、 本 研 究 に 供 試 し た 雄 馬 の 血 中 テ ス ト ス テ ロ ン 濃 度 は 、 11 ～

17 歳 のものでは二 相 性 の日 内 周 期 を有 し、季 節 によって濃 度 および第 1 ピ

ーク出 現 時 間 が変 化 することが明 らかとなった。また、20～21 歳 のものでは季

節 間 に 有 意 な 濃 度 差 は 認 め ら れ た が 、 二 相 性 の 変 化 は 不 明 瞭 と な る 傾 向

のあることが示 された。  

  



- 18 - 

 

要   約  

 

本 研 究 で は 、 雄 馬 の 末 梢 血 中 テ ス ト ス テ ロ ン の 日 内 周 期 を 明 ら か に す る と

同 時 に 、 季 節 変 動 お よ び 年 齢 差 と の 関 連 性 を 知 る 目 的 で 、 11 ～ 17 歳 群 と

20～21 歳 群 の馬 について冬 季 、春 季 、夏 季 、秋 季 の４季 に１時 間 間 隔 で 24

時 間 に わたって採 血 し、テ ス トステロン 値 および ジ ヒドロテス ト ステロン 値 を測 定

した。  

1 .血 中 テストステロンおよびジヒドロテストステロン濃 度 の日 内 変 動  

( 1 )  1 1～17 歳 群  

テストステロン濃 度 の日 内 変 動 は、4 季 節 とも 2 つのピークが観 察 され、二

相 性 変 化 を 示 し た 。 第 ２ の ピ ー ク は 昼 間 に 観 察 さ れ 、 そ の 濃 度 は 季 節 間 に

差 は 認 め ら れ な か っ た が 、 ピ ー ク 出 現 時 刻 は 日 出 時 と の 間 に 有 意 な 正 の 相

関 関 係 が 認 め ら れ ( p < 0 . 0 5 ) 、 季 節 に 伴 い 出 現 時 刻 が 変 動 す る こ と が 明 ら か

に な っ た 。 第 ２ の ピ ー ク は い ず れ の 季 節 も 夜 間 に 観 察 さ れ た が 、 冬 季 で は 不

明 瞭 な も の で あ っ た 。 第 ２ ピ ー ク 出 現 時 刻 は 日 出 時 、 日 没 時 お よ び 可 照 時

間 との 間 に相 関 関 係 は認 められな かっ た。ピーク 形 成 時 の テストス テ ロン濃 度

は夏 季 が最 も高 く、冬 季 および秋 季 に低 い傾 向 が認 められた。  

ジ ヒ ド ロ テ ス ト ス テ ロ ン 濃 度 は 、 4 季 節 と も テ ス ト ス テ ロ ン 濃 度 に 比 べ 低 値 で

推 移 し、明 瞭 なピークは観 察 されなかった。  

 

( 2 )  2 0～21 歳 群  

テストステロン濃 度 の変 動 パターンが 11～17 歳 群 と明 らかに異 なり、20～

21 歳 群 ではピーク出 現 時 刻 が一 定 せず、また不 明 瞭 となる傾 向 がみられた。

特 に 、 夏 季 お よ び 秋 季 は そ の 傾 向 が 著 し く 、 明 瞭 な ピ ー ク を 形 成 し な い 個 体

も観 察 された。  
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ジヒドロテストステロン濃 度 は 11～17 歳 群 と同 じようにテストステロン濃 度 よ

り も 低 値 で 推 移 し た が 、 変 動 幅 は か な り 狭 く 、 ほ ぼ 一 定 し た 値 を 保 つ 傾 向 が

あった。  

 

2 .血 中 テストステロンおよびジヒドロテストステロン 24 時 間 平 均 濃 度  

( 1 )  1 1～17 歳 群  

テ ス ト ス テ ロ ン 24 時 間 平 均 濃 度 は 季 節 間 で 差 が 認 め ら れ 、 夏 季 ( 0 . 6 1  

n g/m l )に最 も高 く、秋 季 ( 0 . 3 5  n g/m l )に低 かった ( p < 0 . 0 1 )。また、ジヒドロテス

トステロン 24 時 間 平 均 濃 度 も同 様 に 夏 季 ( 0 . 2 6  n g/m l )に高 く、秋 季 ( 0 . 1 4  

n g/m l )に低 い値 が得 られた ( p < 0 . 0 5 )。  

 

( 2 )  2 0～21 歳 群  

テ ス ト ス テ ロ ン 24 時 間 平 均 濃 度 は 11 ～ 17 歳 群 と 異 な り 、 春 季 ( 0 . 5 4  

n g/m l )が最 も高 く、秋 季 ( 0 . 2 5  n g/m l )に低 かった ( p < 0 . 0 5 )。また、ジヒドロテス

トステロン 24 時 間 平 均 濃 度 は、冬 季 ( 0 . 2 3  n g/m l )と春 季 ( 0 . 2 0  n g /m l )に比

べ 、 夏 季 ( 0 . 1 7  n g /m l ) と 秋 季 ( 0 . 1 7  n g/m l ) の 値 が や や 低 い 傾 向 が 認 め ら れ

た。  

以 上 の 結 果 か ら 、 雄 馬 の 血 中 テ ス ト ス テ ロ ン は 二 相 性 の 日 内 周 期 を 持 っ

て 変 動 し 、 し か も 、 季 節 に よ っ て 濃 度 の 変 化 ば か り で な く 、 第 １ ピ ー ク の 出 現

時 間 も 変 化 す る こ と が 明 ら か と な っ た 。 し た が っ て 、 雄 馬 の ア ン ド ロ ジ ェ ン の 分

泌 能 を 検 査 す る 場 合 は 、 採 血 時 期 に 十 分 配 慮 す る 必 要 の あ る こ と が 示 唆 さ

れた。  
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供試馬
番号

品種
明け
年齢

体重
(kg)

繋養場所

K1 サラブレッド 11 520 十和田市北里大学

K2 サラブレッド 17 550 十和田市北里大学

K3 サラブレッド 20 490 十和田市北里大学

K4 アングロアラブ 20 480 十和田市北里大学

K5 サラブレッド 21 500 十和田市北里大学

H1 サラブレッド 20 450 七戸町H牧場

表1. 供試馬の年齢および体重

給与時間 5:00～5:30 12:00～12:30 11:00～17:30

圧べん燕麦
a) 0.9～1.8kg 0.9～1.8kg 0.9～1.8kg

ふすま
b) 0.2kg 0.2kg 0.2kg

ヘイキューブ 1.8kg 1.8～3.6kg 1.8～3.6kg

乾草 8.0kg 8.0kg 8.0kg

a）全国農業協同組合連合会製
b）富士製粉㈱製

表2. 本学付属農場における給与飼料および給与時間

給与時間 5:00～5:30 11:00～11:30 16:00～16:30 19:00～19:30

圧べん燕麦
a) 0.8kg 0.8kg 0.8kg 0.8kg

ふすま
b) 0.2kg 0.2kg 0.2kg 0.2kg

乾草 0.7kg 0.7kg 0.7kg 0.7kg

a）全国農業協同組合連合会製

b）日本製粉㈱製

表3. 七戸町H牧場における給与飼料および給与時間
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冬季 春季 夏季 秋季

Kl 1
a

1
a

1
a

1
a

K2 2
c

1
a

2
c

2
c

K3 1
a － － －

K4 1
b

1
b

1
b

1
b

K5 － 1
b

1
b

1
b

Hl － 1
a

1
a

1
a

a：1987年に実施、b：1988年に実施、c：1987年と1988年に実施

20～21
　　歳群

群
供試馬
番号

表4. 各供試馬の採血状況

２４時間採血の実施回数

11-17
　　歳群
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供試馬

番号 第lピーク 第2ピーク

K1 17.0 23.0 6.9 16.5 9.6

K2 16.0 1.0 6.9 16.5 9.6

K2 15.0 4.0 6.3 17.3 11.1

K3 17.0 0.5 6.9 16.5 9.6

K4 14.0 2.5 6.3 17.3 11.1

平均 15.8 1.4 6.6 16.8 10.2

Kl 16.0 22.0 5.1 18.1 13.1

K2 15.0 0.0 5.1 18.1 13.1

K4 17.0 0.0 4.3 18.7 14.4

K5 11.0 －
*) 4.3 18.7 14.4

H1 11.0 2.0 4.8 18.3 13.5

平均 14.0 0.0 4.7 18.4 13.7

K1 10.0 22.0 4.2 19.1 14.9

K2 11.0 1.0 4.7 18.6 13.8

K2 10.0 22.0 4.2 19.1 14.9

K4 11.0 1.0 4.2 19.1 14.9

K5 10.0 3.0 4.2 19.1 14.9

H1 15.0 3.0 4.3 19.1 14.8

平均 13.4 0.6 4.3 19.0 14.7

K1 12.0 24.0 5.8 16.9 11.2

K2 12.0 1.0 5.8 16.9 11.2

K2 10.0 1.0 5.6 16.1 10.5

K4 13.0 23.0 5.6 16.1 10.5

K5 17.0 －
*) 5.6 16.1 10.5

H1 －
*) 21.0 5.8 16.9 11.2

平均 12.8 23.8 5.7 16.5 10.8
a)時間は十進法で示した。
b)日出から日没までの時問。
*)明確なピークは認められなかった。

日照
時間

季節
ピーク出現時間

a)

表5. 各季節におけるテストステロンピーク出現時間および明暗条件

冬季

秋季

夏季

春季

日出
時間

日没
時間

a) a) a),b)
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図 1 .  1 1～17 歳 群 における血 中 テストステロンおよびジヒドロテストステロン

の季 節 別 日 内 変 動  
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図 2 .  2 0～21 歳 群 における血 中 テストステロンおよびジヒドロテストステロン

の季 節 別 日 内 変 動  
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図 3 .  血 中 テ ス ト ス テ ロ ン お よ び ジ ヒ ド ロ テ ス ト ス テ ロ ン の

季 節 別 24 時 間 平 均 濃 度  

*  *  

a , c  

*  
*  

b  

d  

a ’  

b ’  

c ’  

d ’  

棒 グ ラ フ の う ち 、 * は ２ 頭 の 平 均 値 、 そ の 他 は ３ 頭 の 平 均 値 を 示 す 。  
a  v s  a ' :  p < 0 . 0 1 ,  b  v s  b ' ,  c  v s  c ' ,  d  v s  d ' :  p < 0 . 0 5  

 

 

 



- 26 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

第 ２章  

 

 

雄 馬 の精 漿 中 無 機 物 濃 度 と精 液 性 状 との関 連 性 について  
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序   論  

 

精 子 の 運 動 性 や 生 存 性 は 、 精 液 中 に 含 ま れ る 成 分 に よ っ て 大 き く 左 右 さ

れ る 。 精 液 中 に は 、 精 子 の エ ネ ル ギ ー 源 と な る 果 糖 、 ソ ル ビ ツ ト 、 グ リ セ ロ リ ン

酸 コ リ ン の ほ か に 、 pH や 浸 透 圧 を 調 整 す る ク エ ン 酸 、 塩 類 な ど が 多 く 含 ま れ

て い る [ 6 5 , 6 6 , 1 15 ] 。 果 糖 に つ い て は 最 も 重 要 な 精 子 エ ネ ル ギ ー 源 と し て 注

目 さ れ 、 精 液 性 状 の 良 否 お よ び 精 巣 ア ン ド ロ ジ ェ ン の 分 泌 状 態 を 判 定 す る

指 標  [ 6 5 , 9 9 ] と し て 日 常 の 精 液 検 査 や 、 繁 殖 障 害 雄 牛 の 検 査 項 目 と し て

取 り 上 げ ら れ て いる。 そ の 一 方 で、 精 子 の 運 動 や 生 存 に 大 きく 関 係 す る各 種

の無 機 塩 類 が含 まれているにもかかわらず、あまり関 心 が払 われていない。  

イオン の 役 割 を み ると 動 物 種 に より多 少 の 違 いはあ るが、概 ね 次 の 様 な こと

が報 告 されている。Na + は C l - とともに浸 透 圧 の維 持 に役 立 ち Mg 2 + は精 子

の 運 動 性 、 生 存 性 に 保 護 的 に 働 き 、 K + は 精 子 の 呼 吸 、 解 糖 お よ び 活 力 の

維 持 に 役 立 つ 。 Ca 2 + は 古 く か ら 精 子 の 代 謝 、 活 力 、 生 存 率 に 対 し 有 害 と い

われ、また Fe 2 + や Cu 2 + などの重 金 属 イオンは精 子 の運 動 性 、生 存 性 を阻

害 することが知 られている [ 6 5 , 7 3 , 1 15 , 1 16 ]。また、Zn 2 + は精 子 の運 動 性 に関

与 し、精 子 からの Zn の離 脱 が精 子 の運 動 開 始 、活 性 化 を引 き起 こすことが

示 唆 さ れ て い る [ 7 2 ] 。 こ の よ う に 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る に も か か わ ら ず 無

機 イ オ ン は 日 常 的 な 精 液 検 査 項 目 に 取 り あ げ ら れ て い な い 。 そ の 理 由 は 分

析 の 煩 雑 さ に 加 え 、 精 漿 無 機 物 濃 度 の 意 義 に つ い て 充 分 な 検 討 が 行 わ れ

ていないためと思 われる。  

な かでも 馬 精 漿 中 の 無 機 物 濃 度 は、 こ れ までほと ん ど研 究 が 行 われ て いな

いといってよい。精 子 学 で最 も権 威 があるとされている Mann の著 書 [ 6 2 ]でさ

え、Yaman e [ 1 14 ]が 1920 年 に小 数 例 について行 った 7 種 類 の無 機 物 の分

析 値 が 引 用 さ れ て い る に 過 ぎ な い 。 そ の 後 、 馬 精 漿 の 無 機 物 に 関 す る 報 告
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は な く 、 現 在 行 わ れ て い る 無 機 質 分 析 法 に よ っ て 測 定 さ れ た 標 準 値 が な い

状 態 である。  

そ こ で 本 研 究 は 、 馬 の 精 液 検 査 に 無 機 物 定 量 を 組 み 入 れ る た め の 基 礎

研 究 として、馬 の繁 殖 期 の開 始 前 と終 了 後 に採 取 した軽 種 馬 の精 液 につい

て 、 8 種 類 の 無 機 物 を 定 量 す る と と も に 、 精 液 の 一 般 性 状 と 無 機 物 濃 度 の

関 連 性 について解 析 を試 みた。  
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材 料 お よ び方 法  

 

1 .  供 試 馬  

本 研 究 には、サラブレッド種 18 頭 およびアングロアラブ種 ５頭 の計 23 頭 の

種 雄 馬 を供 試 した。供 試 馬 の平 均 年 齢 は、13 . 3 歳 (サラブレッド種 14 . 9 歳 、

アングロアラブ種 8 . 4 歳 ：明 け年 齢 )であった。供 試 馬 の繁 養 地 は北 海 道 、青

森 、 千 葉 、 栃 木 、 福 島 、 九 州 で あ っ た 。 給 与 さ れ た 飼 料 は 各 供 試 馬 の 健 康

状 態 に 応 じ て 多 少 の 違 い は あ る が 、 基 本 的 に は 表 １ に 示 し た 社 団 法 人 日 本

軽 種 馬 協 会 に よ る 種 牡 馬 管 理 基 準 、 飼 料 給 与 基 準 日 量 表 に した が っ て 給

与 した。  

 

2 .  供 試 精 液 と精 液 検 査  

実 験 に 供 試 し た 精 液 は 、 発 情 雌 馬 を 台 雌 と し て 、 西 川 式 改 良 型 人 工 腟

を用 い、 横 取 法 で採 取 した。ま た、各 供 試 馬 の 射 精 間 隔 を 揃 えるため、精 液

採 取 は前 回 の射 精 から 7～14 日 の間 に実 施 した。採 取 した 37 精 液 のうち、

20 例 は 1～3 月 (冬 季 )、残 りの 17 例 は 7～9 月 (夏 季 )に採 取 した。また、精

液 37 例 のうち、12 例 は６～10 歳 (６～10 歳 群 )、11 例 は 11～15 歳 ( 1 1～15

歳 群 )、13 例 は 16～24 歳 ( 1 6～24 歳 群 )の雄 馬 から採 取 したものであった。  

精 液 は 採 取 後 直 ち に 精 液 を ガ ー ゼ で 濾 過 し て か ら 肉 眼 的 検 査 お よ び 顕

微 鏡 的 検 査 を行 った。肉 眼 的 検 査 では、精 液 量 、色 調 、臭 気 、pH を検 査 し、

顕 微 鏡 的 検 査 で は 、 精 子 活 力 、 精 子 生 存 率 、 精 子 濃 度 、 お よ び 精 子 奇 形

率 を 検 査 し た 。 な お 精 子 活 力 は 農 研 式 精 液 性 状 検 査 板 を 用 い て 検 査 し 、

精 子 生 存 率 は 運 動 精 子 に 基 づ く 生 存 率 を 求 め た 。 精 子 濃 度 は ト ー マ 血 球

計 算 盤 を用 いたメランジュール法 、精 子 奇 形 率 はオルト 固 定 した塗 抹 標 本 を

緩 衝 ギ ム ザ 染 色 し 、 1 , 0 00 倍 で 鏡 検 し て 算 出 し た 。 総 精 子 数 お よ び 精 子 生
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存 指 数 は 前 述 の 検 査 の 結 果 か ら 算 出 し た 。 精 液 は 、 一 般 性 状 検 査 後 で き

るだけ速 やかに室 温 で 1 , 6 30  ×g、20 分 間 遠 心 して精 漿 を分 離 した。分 離

し た 精 漿 は 直 ち に 凍 結 し 、 無 機 物 濃 度 の 測 定 ま で -20 ℃ に 保 管 し た 。 ま た 、

精 漿 浸 透 圧 の測 定 は精 漿 融 解 後 に行 い、氷 点 降 下 法 を用 いたオスモトロン

10 (オリオン理 研 )で測 定 した。  

 

3 .  精 漿 の無 機 物 濃 度 の測 定  

- 2 0 ℃ で 保 管 し て い た 精 漿 を 室 温 に 戻 し 以 下 に 述 べ る 項 目 に つ い て 分 析

を行 った。 なお、 各 検 査 項 目 について 同 試 料 の 測 定 を３ 回 く り返 し、得 られた

値 を平 均 してその試 料 の測 定 値 とした。  

ナトリウム ( N a )およびカリウム ( K )：炎 光 光 度 計 FLAME-30 (日 本 分 光 メデイ

カル )。  

塩 素 (C l ) ： 電 気 滴 定 法 を 利 用 し た ク ロ ラ イ ド カ ウ ン タ ー TYPE-6M( 平 沼 製

作 所 )。  

マグネシウム (Mg )：キシリジルブルー法 のマグネシウム B テスト (和 光 純 薬 )。  

カルシウム (Ca ) :OCPC 法 のカルシウム C テスト (和 光 純 薬 )。  

無 機 リ ン ( i P ) : p - メ チ ル ア ミ ノ フ ェ ノ ー ル 還 元 法 の ホ ス フ ァ C テ ス ト ( 和 光 純

薬 )。  

鉄 ( F e )：バソフェナントロリン直 接 法 の Fe-B テスト (和 光 純 薬 )。なお、Fe 濃

度 は非 常 に低 かったので、12 例 について凍 結 乾 燥 法 で精 漿 を 10 倍 に濃 縮

したのち測 定 した。  

亜 鉛 ( Z n ) : 5 -B r-PAPS 法 の Zn テスト (和 光 純 薬 )。  

 

4 .  統 計 処 理  

精 漿 に 関 す る 各 測 定 項 目 に つ い て 、 ス ミ ル ノ フ お よ び ト ン プ ソ ン の 棄 却 検
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定 を行 い、棄 却 の可 否 を検 定 した。棄 却 対 象 の測 定 値 を除 いたのち各 項 目

の 季 節 別 お よ び 年 齢 別 の 平 均 値 を 求 め 、 t - 検 定 を 行 っ た 。 な お 、 精 子 生 存

率 および精 子 奇 形 率 については、個 々の百 分 率 を a r c s i n 変 換 し、 t -検 定 を

行 った。  

 

5 .  実 験 期 間  

本 実 験 は、1988 年 7 月 から 1 989 年 10 月 にわたって実 施 した。  
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結   果  

 

棄 却 検 定 の結 果 、Mg で１例 、Fe で１例 および Zn で２例 が棄 却 対 象 となっ

たため、以 下 に示 す結 果 は、これらの数 値 を除 いて算 出 した。  

1 .  供 試 精 液 の一 般 性 状  

全 供 試 精 液 および季 節 別 精 液 の一 般 性 状 は表 ２のとおりである。  

季 節 間 の 変 動 が 最 も 大 き か っ た の は 精 液 量 で あ っ た 。 冬 季 に 比 べ 夏 季 が

多 か っ た が 、 両 者 の 間 に 有 意 な 差 は な か っ た 。 そ の 他 の 性 状 は 変 動 が 小 さ く 、

季 節 間 に著 しい差 は認 められなかった。  

年 齢 別 精 液 の一 般 性 状 は表 ３のとおりである。  

一 般 に 年 齢 変 動 は 季 節 変 動 に 比 べ 大 き い 傾 向 が あ っ た 。 そ れ ら の う ち 精

子 濃 度 と精 子 奇 形 率 は 16～24 歳 群 ( 1 . 6 3 億 /m l、19 . 4％ )が特 に低 く、精

子 濃 度 は６～10 歳 群 ( 2 . 8 7 億 /m l )および 11～15 歳 群 ( 2 . 9 7 億 /m l )との間 に、

ま た 精 子 奇 形 率 は 11 ～ 15 歳 群 ( 2 8 . 7 ％ ) と の 間 に 有 意 差 が 認 め ら れ た

( p < 0 . 0 5 )。また、総 精 子 数 、精 子 生 存 率 および精 子 生 存 指 数 は加 齢 に伴 っ

て漸 減 する傾 向 がみられ、特 に精 子 生 存 指 数 は６～10 歳 群 ( 7 0 . 0 )と 16～24

歳 群 ( 5 7 . 2 )の間 に有 意 な差 が認 められた ( p < 0 . 0 5 )。  

 

2 .  精 漿 の無 機 物 濃 度  

全 供 試 精 液 および季 節 別 精 液 の精 漿 無 機 物 濃 度 は表 ４のとおりである。  

季 節 に よ る 変 動 は ３ つ の タ イ プ に 大 別 さ れ た 。 第 １ は 冬 季 に 比 べ 夏 季 の 濃

度 の高 いタイプで、Mg (冬 季 7 . 3 3、夏 季 10 . 1 8  mg/d l )、Ca (冬 季 6 . 8 1、 夏 季

8 . 8 5  mg/d l )、K (冬 季 19 . 2、夏 季 20 . 5  mEq/ l )および i P (冬 季 7 . 9 4、夏 季

8 . 2 5  mg/d l )がこのタイプに属 した。Mg と Ca は季 節 変 動 が大 きかったが 、有

意 ではなかった。また、K と i P は変 動 が小 さく、季 節 差 は有 意 とならなかった。
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第 ２は夏 季 に比 べ冬 季 の濃 度 の高 いタイプで、Na (冬 季 1 16 . 9、夏 季 107 . 8  

mEq/ l )、C l (冬 季 12 0 . 1、夏 季 113 . 3  mEq/ l )および Zn (冬 季 176 . 3、夏 季

153 . 8  μ g/d l ) が こ の タ イ プ に 属 し た 。 そ れ ら の う ち 、 Na は 季 節 変 動 が 小 さ か

ったが、季 節 差 は有 意 であった ( p < 0 . 0 5 )。C l と Zn は変 動 が小 さく、季 節 間 の

差 は 有 意 と は な ら な か っ た 。 第 ３ は 季 節 間 の 変 動 が ほ と ん ど 認 め ら れ な い タ イ

プで、Fe (冬 季 5 . 1 0、夏 季 5 . 0 8  μ g/d l )が属 した。  

年 齢 別 精 液 の精 漿 無 機 物 濃 度 は表 ５のとおりである。  

年 齢 による変 動 も３つ のタイプに大 別 さ れ た。第 １のタイプは 16～24 歳 群

が最 低 値 を示 すもので、 i P ( 6～10 歳 群 8 . 3 2、11～15 歳 群 9 . 4 0、16～24 歳

群 6 . 8 4  mg/d l )および Zn ( 6～10 歳 群 1 93 . 9、11～15 歳 群 1 84 . 6、16～24

歳 群 12 4 . 3  μ g/d l )がこのタイプに属 した。両 者 のうち、Zn は 16～24 歳 群 が

６～10 歳 群 および 11～15 歳 群 に比 べ有 意 に低 かった ( p < 0 . 0 5 )。第 ２のタイ

プは６～10 歳 群 が最 低 値 を示 すもので、K( 6～10 歳 群 18 . 6、11～15 歳 群

21 . 5、16～24 歳 群 19 . 5  mEq/ l )、Mg (6～10 歳 群 6 . 4 1、11～15 歳 群 11 . 7 9、

16～24 歳 群 8 . 3 9  mg/d l )および、Ca ( 6～10 歳 群 6 . 0 8、11～15 歳 群 9 . 0 2、

16～24 歳 群 8 . 1 7  mg/d l )がこのタイプに属 した。これらのうち、K および Ca は

６～10 歳 群 が 11～15 歳 群 に比 べ有 意 に低 かった ( p < 0 . 0 5 )。第 ３のタイプ は

年 齢 による変 動 が少 ないもので、Na ( 6～10 歳 群 115 . 2、11～15 歳 群 108 . 1、

16～24 歳 群 1 14 . 3  mEq/ l )、C l ( 6～10 歳 群 1 16 . 4、11～15 歳 群 1 12 . 7、16

～24 歳 群 1 20 . 8  mEq/ l )および、Fe ( 6～10 歳 群 4 . 9 9、11～15 歳 群 4 . 7 0、

16～24 歳 群 5 . 4 8  μ g/d l )がこのタイプに属 した。  

 

3 .  各 検 査 項 目 間 の相 関  

( 1 )  精 液 の一 般 性 状 と精 漿 無 機 物 濃 度 の相 関  

一 般 性 状 と有 意 な相 関 が認 められた無 機 物 は Na、C l、Ca、 i P、Fe および
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Zn であった。特 に i P と Zn は多 くの共 通 した一 般 性 状 と相 関 していた。すな

わち、 i P と Zn は精 子 濃 度 、精 子 生 存 率 および浸 透 圧 と正 の有 意 な相 関 が

みられ (いずれも p<0 . 0 5 )、 i P の相 関 係 数 はそれぞれ 0 . 3 9、0 . 3 9 および 0 . 3 6、

また Zn は 0 . 4 1、0 . 4 2 および 0 . 4 2 であった。さらに、両 者 は精 液 量 との間 に

有 意 な負 の相 関 がみられ ( i P  :  p < 0 . 0 5、Zn  :  p < 0 . 0 1 )、それぞれの相 関 係 数

は-0 . 3 5 および 0 . 5 3 であった。これらのうち、 i P および、Zn と精 子 濃 度 および

精 液 量 の 散 布 図 を 図 １ ～ ４ に 示 し た 。 な お 、 i P は 精 子 生 存 指 数 ( r = 0 . 4 4 ,  

p < 0 . 0 5 ) と も 正 の 相 関 を し た 。 ま た 、 こ の 他 の 無 機 物 で は 有 意 な 正 の 相 関 が

Na ( r = 0 . 4 8 ) お よ び C l ( r = 0 . 5 2 ) と 浸 透 圧 ( い ず れ も p<0 . 0 1 ) 、 Ca と 精 液 量

( r = 0 . 4 2 ,  p < 0 . 0 1 )および、Fe と精 子 生 存 指 数 ( r = 0 . 6 6 , p <0 . 0 5 )の間 に認 めら

れた。一 方 、有 意 な 負 の相 関 が Na と総 精 子 数 ( r＝-0 . 3 3 ,  p < 0 . 0 5 )の間 にみ

られた。なお、K と Mg は一 般 性 状 と有 意 な相 関 はなかった。  

( 2 )  精 漿 無 機 物 濃 度 間 の相 関  

有 意 な相 関 を示 したものは Na、K、C l、Mg、Ca の 5 種 類 であった。すな わ

ち、正 の相 関 が Na と C l ( r = 0 . 8 8 ,  p < 0 . 0 01 )、K と Mg ( r = 0 . 6 7 ,  p < 0 . 0 01 )、K と

Ca ( r = 0 . 7 0 ,  p < 0 . 0 01 )および、Mg と Ca ( r = 0 . 6 7 ,  p <  0 . 0 01 )の間 に認 められた。

また、負 の相 関 が Na と K( r =- 0 . 5 3 ,  p < 0 . 0 01 )、Na と Mg( r = - 0 . 4 9 ,  p < 0 . 0 1 )

および、Na と Ca ( r = -0 . 5 0 , p <0 . 0 1 )の間 にみられた。しかしながら、 i P、Fe およ

び、Zn は検 査 したすべての無 機 物 と有 意 な相 関 を示 さなかった。  
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考   察  

 

馬 の 精 液 性 状 は 季 節 に よ っ て 変 動 す る 。 す な わ ち 、 精 液 量

[ 3 5 , 4 7 , 7 0 , 8 1 , 8 2 ] お よ び 果 糖 濃 度 [ 3 5 ] は 繁 殖 季 節 に 増 加 し 、 非 繁 殖 季 節

に 減 少 す る 。 ま た 、 精 子 濃 度 [ 7 0 ] も 繁 殖 季 節 に 比 べ 、 非 繁 殖 季 節 が 高 い と

さ れ て い る 。 本 研 究 に お け る 冬 季 ( １ ～ ３ 月 ) と 夏 季 ( ７ ～ ９ 月 ) の 精 液 量 は そ れ

ぞれ 43 . 9m l と 51 . lm l で、夏 季 がやや多 かったが、有 意 な 差 ではなかった。し

か し 、 こ れ ま で の 研 究 に よ れ ば 精 液 量 が 増 加 す る 時 期 は ４ ～ ７ 月 、 ま た 減 少

する時 期 は 10～２月 とされているので、本 研 究 の冬 季 および夏 季 はその中 間

的 時 期 に あ た り 、 そ の た め 両 季 の 精 液 量 に 著 し い 差 が 生 じ な か っ た も の と 思

量 される。また、精 子 濃 度 も冬 季 2 . 5 2 億 /m l、夏 季 2 . 3 3 億 /m l で大 差 な く、

両 者 の差 は有 意 ではなかった。その理 由 も精 液 量 と同 様 と考 えられる。  

Mann の著 書 [ 6 3 ]には馬 精 漿 中 無 機 物 として Yaman e の測 定 値 [ 1 1 4 ]が

引 用 されている。すなわち、Na  2 75  mg/d l、K 1 03  mg/d l、C l  4 48  mg/d l、M g  

9  mg/d l および、Ca  26  mg/d l であると いう。本 研 究 ではそ れぞれ Na  25 9  

mg/d l ( 1 1 2 . 7  mEq/ l ) 、 K 77  mg/d l ( 1 9 . 8  mEq/ l ) 、 C l  4 15  mg/d l ( 1 1 7 . 0   

mEq/ l )、Mg 8 . 6 7  mg/d l および Ca  7 . 7 5  mg/d l で、Yaman e の測 定 値 に比

べると Na、C l および、Mg は大 差 なかったが、K と Ca に大 きな差 があった。す

なわち、K は Yaman e の値 の約 7 5%、Ca は約 30 %に過 ぎなかった。その原 因

については本 研 究 から結 論 することはできなかった。  

５歳 前 後 のサラブレッドの血 清 中 無 機 物 濃 度 は Na  1 37 . 2  mEq/ l、K 3 . 7  

mEq/ l および C l  1 0 6  mEq/ l であると報 告 されている [ 7 9 ]。本 研 究 の精 漿 中

の値 は上 述 のとおりで、血 清 に比 べ、Na はやや低 く、C l はやや高 かったが、K

は約 5 倍 あり、極 めて高 値 であった。すなわち、精 漿 に含 まれる無 機 物 の比

率 はかなり血 清 と異 なる特 徴 的 なものであった。  
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本 研 究 で対 象 とした精 漿 無 機 物 の中 で、Na は季 節 間 の濃 度 、K、Ca お

よ び 、 Zn は 年 齢 間 の 濃 度 に 有 意 な 差 が 認 め ら れ た 。 こ れ ら の 事 実 は 、 季 節

お よ び 年 齢 に よ っ て 、 明 ら か に 精 漿 無 機 物 濃 度 が 影 響 さ れ る こ と を 示 唆 し て

い る 。 し か し な が ら 、 精 液 量 の 増 減 の 著 し い と さ れ る 春 季 お よ び 秋 季 に つ い て

測 定 を 行 っ て い な い の で 、 各 無 機 物 の 季 節 お よ び 年 齢 変 動 の 有 無 な ら び に

変 動 パ タ ー ン に つ い て は、 さ ら に 各 季 の 測 定 を 行 っ た う えで 結 論 す る べ きと 考

え る 。 な お 、 精 液 の 大 部 分 を 産 生 す る 副 生 殖 腺 の 分 泌 機 能 は 、 雄 性 ホ ル モ

ン と 密 接 な 関 係 が あ る と い わ れ て い る の で [ 6 5 ] 、 季 節 お よ び 年 齢 変 動 と 血 中

雄 性 ホ ル モ ン 値 の 関 連 性 を 明 ら か に す る こ と は 極 め て 輿 味 の 持 た れ る と こ ろ

である。  

精 液 の 一 般 性 状 と 有 意 な 相 関 関 係 が 認 められた 無 機 物 は、Na、C l、Ca、

i P、Fe および、Zn の 6 種 類 であった。Na は総 精 子 数 および浸 透 圧 、C l は浸

透 圧 、 Ca は精 液 量 、 i P は精 液 量 、 精 子 濃 度 、 精 子 生 存 率 、 精 子 生 存 指

数 および浸 透 圧 、Fe は生 存 精 子 指 数 、また Zn は精 液 量 、精 子 濃 度 、精 子

生 存 率 および浸 透 圧 と有 意 に相 関 した。特 に、 i P および、Zn 濃 度 は精 子 濃

度 と 正 の 相 関 を 示 し 、 ま た 精 液 量 と 負 の 相 関 関 係 に あ り 、 注 目 さ れ た 。 精 液

の 大 部 分 は 、 副 生 殖 腺 ( 特 に 精 嚢 腺 お よ び 前 立 腺 ) の 分 泌 液 な の で 、 精 液

量 は副 生 殖 腺 の分 泌 量 を反 映 すると考 えられる。一 方 、精 子 濃 度 は精 巣 上

体 尾 お よ び 精 管 膨 大 部 に 貯 蔵 さ れ て い る 精 子 数 お よ び 射 出 精 子 数 と 正 の

相 関 、 前 述 の 精 液 量 と 負 の 相 関 を す ると 推 察 さ れる。そ れ らを 勘 案 すると、 i P

および Zn は精 子 自 体 、あるいは精 巣 、精 巣 上 体 および精 管 の分 泌 物 に主

に 由 来 す る の で は な い か と 考 え ら れ る 。 本 研 究 で は そ の 分 泌 源 を 特 定 す る こ

とはできなかったが、上 述 のことから、 i P および、Zn の測 定 は繁 殖 障 害 に陥 っ

た動 物 の異 常 部 位 を推 定 する上 で有 用 といえる。  

本 研 究 の 結 果 か ら 、 馬 精 漿 中 無 機 物 の 測 定 は こ れ ま で の 精 液 検 査 法 で
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は知 るこ と の でき な か っ た 精 液 性 状 に 関 す る 情 報 が 得 ら れ る 可 能 性 が 示 唆 さ

れ た 。 し か し 、 精 液 検 査 法 と し て 利 用 す る た め に は 検 討 が 不 充 分 で 、 今 後 さ

ら に 例 数 を 増 や す と と も に 、 各 無 機 物 の 分 泌 源 と そ れ ら の 役 割 を 明 ら か に す

る基 礎 研 究 と 、 病 症 例 に 関 す る基 礎 デ ー タ を 蓄 積 す る 必 要 が あ ると 考 え ら れ

る。  

  



- 38 - 

 

要   約  

 

馬 精 漿 中 の 無 機 物 の 正 常 値 を 明 ら か に す る た め 、 明 け ６ ～ 24 歳 の 雄 馬

23 頭 (サラブレッド 18 頭 、アングロアラブ５頭 )から、人 工 腟 で採 取 した 37 例

の精 液 (冬 季 20 例 、夏 季 17 例 )について、一 般 性 状 とともに主 な無 機 物 量

を測 定 した。  

得 られた結 果 は以 下 に示 すとおりである。  

1 .  精 液 の一 般 検 査 結 果  

精 液 一 般 正 常 は 季 節 変 動 に 比 べ 年 齢 よ る 変 動 が 大 き い 傾 向 が あ っ た 。

年 齢 によって 3 群 に分 け、各 項 目 を比 較 すると、精 子 濃 度 と精 子 奇 形 率 は

16～24 歳 群 が特 に低 く、精 子 濃 度 は６～10 歳 群 および 11～15 歳 との間 に、

また精 子 奇 形 率 は 11～15 歳 群 との間 に有 意 差 が認 められた ( p < 0 . 0 5 )。また、

総 精 子 数 、 精 子 生 存 率 お よ び 精 子 生 存 指 数 は 加 齢 に 伴 っ て 漸 減 す る 傾

向 がみられた。  

 

2 .  無 機 物 濃 度  

測 定 し た 無 機 物 の 平 均 濃 度 は 、 Na  1 1 2 . 7  mEq/ l 、 K 1 9 . 8  mEq/ l 、 C l  

1 17 . 0  mEq/ l、Mg 8 . 6 7  mg/d l、Ca  7 . 7 5  mg/d l、無 機 リン ( i P )  8 . 0 8  mg/d l、

Fe  5 . 0 9  μ g/d l および Zn  1 65 . 4  μ g/ d l であった。これらのうち、Na には季

節 差 が あ り 、 冬 季 が 夏 季 に 比 べ 高 か っ た ( p < 0 . 0 5 ) 。 平 均 濃 度 の 年 齢 差 を み

ると、K および Ca は６～10 歳 群 が 11～15 歳 群 より、また Zn は 16～24 歳 群

が他 の 2 群 より有 意 に低 値 であった ( p < 0 . 0 5 )。 i P および、Zn は精 子 濃 度 と有

意 な正 の相 関 ( r = 0 . 3 9 ,  p < 0 . 0 5 および r = 0 . 4 1 ,  p < 0 . 0 5 )を示 し、かっ、精 液 量

と有 意 な負 の相 関 ( r＝-0 . 3 5 ,  p < 0 . 0 5 および、 r＝-O53 ,  p < 0 . 0 1 )がみられた。

このことは i P と Zn の測 定 が繁 殖 障 害 に陥 った雄 馬 の異 常 部 位 の診 断 に 有
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用 なことを示 唆 している。  

本 研 究 の 結 果 か ら 、 馬 精 漿 中 無 機 物 の 測 定 は こ れ ま で の 精 液 検 査 法 で

は知 るこ と の でき な か っ た 精 液 性 状 に 関 す る 情 報 が 得 ら れ る 可 能 性 が 示 唆 さ

れ た 。 し か し 、 精 液 検 査 法 と し て 利 用 す る た め に は 検 討 が 不 充 分 で 、 今 後 さ

ら に 例 数 を 増 や す と と も に 、 各 無 機 物 の 分 泌 源 と そ れ ら の 役 割 を 明 ら か に す

る基 礎 研 究 と 、 病 症 例 に 関 す る基 礎 デ ー タ を 蓄 積 す る 必 要 が あ ると 考 え ら れ

る。  
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月 燕麦 ふすま 大豆粕 牧草 その他

 1月 4.0 1.0 0.5 8.0

 2月 4.5 1.0 0.5 8.0
 3月 5.0 1.5 0.5 6.0
 4月 5.0 2.0 0.5 5.0
 5月 5.0 2.0 0.5 5.0 わら 7.0
 6月 5.0 2.0 0.5 5.0 塩0.05
 7月 3.0 1.0 8.0 Ca 0.05
 8月 3.0 1.0 8.0  
 9月 3.0 1.0 8.0
10月 3.5 1.0 8.0
11月 4.0 1.0 8.0
12月 4.0 1.0 0.3 8.0

単位： kg

表１. 給与基準日量表

例数 平均値 SD
1) 例数 平均値 SD 例数 平均値 SD

精液量(ml) 37 47.2 23.5 20 43.9 24.4 17 51.l 21.7

精子濃度(億/ml) 37 2.43 1.58 20 2.52 1.74 17 2.33 1.35

総精子数(億/射精) 37 106.3 69.7 20 104.5 80.1 17 108.4 54.9

精子生存率(%) 33 83.6 2.3 19 85.4 2.1 14 81.2 2.6

精子生存指数 33 63.8 16.6 19 66.5 16.3 14 60.2 16.4

精子奇形率(%) 35 23.7 1.5 20 23.2 1.9 15 24.4 0.9

浸透圧：mOsmol 37 289.5 16.9 20 292 15.2 17 286.5 18.3
1）標準偏差

表２. 供試精液の性状（全体および採取季節別）

                     季 節
項 日

全体 冬季（1～3月） 夏季（7～9月）
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例数 平均値 SD
1) 例数 平均値 SD 例数 平均値 SD

精液量(ml) 12 42.5 17.8 11 39.1 18.9 14 57.6 26.9

精子濃度(億/ml) 12 2.87 1.66 11 2.97 1.67 14 1.63
2) 0.99

総精子数(億/射精) 12 122.8 81.3 11 106.1 64.6 14 92.3 59

精子生存率(％) 11 86.3 2.1 10 84.9 2.8 12 80 1.9

精子生存指数 11 70 15.6 10 65 19.8 12 57.2
3) 11.5

精子奇形率(％) 11 25 1.4 10 28.7 1.4 14 19.4
4) 1.1

浸透圧：mOsmol 12 286.7 19.3 11 288.1 17.7 14 292.9 13.1
1）標準偏差、2) ６～10歳群および11～15歳群に対しp<0.05、
3) ６～10歳群に対しp<0.05、4) 11～15歳群に対しp<0.05。

表３. 供試精液の性状（供試馬年齢別）

                    年 齢
項 日

6～10歳群 11～15歳群 16～24歳群

例数 平均値 SD
1) 例数 平均値 SD 例数 平均値 SD

Na(mEq/l) 37 112.7 11.6 20 116.9 11.9 17 107.8
3) 9.2

K (mEq/l) 37 19.8 3.3 20 19.2 3.6 17 20.5 2.9

Cl(mEq/l) 37 117 10.9 20 120.1 10.5 17 113.3 10.2

Mg(mg/dl) 36 8.67 6.03 19 7.33 4.89 17 10.18 6.78

Ca(mg/dl) 37 7.75 3.62 20 6.81 3.86 17 8.85 2.95

iP
2)
(mg/dl) 37 8.08 4.33 20 7.94 4 17 8.25 4.67

Fe (μg/dl) 11 5.09 2.37 6 5.1 2.56 5 5.08 2.14

Zn (μg/dl) 35 165.4 72.4 18 176.3 66.9 17 153.8 76.2
1)標準偏差、2)無機リン、3)冬季に対しp<0.05

表４. 馬精漿の無機物濃度（全体および採取季節別）

            季 節
項 日

全体 冬季（1～3月） 夏季（7～9月）
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例数 平均値 SD
1) 例数 平均値 SD 例数 平均値 SD

Na(mEq/l) 12 115.2 12 11 108.1 12.6 14 114.3 9.1

K(mEq/l) 12 18.6 2.5 11 21.5
3) 3.4 14 19.5 3目4

Cl(mEq/l) 12 116.4 11.3 11 112.7 9.3 14 120.8 10.4

Mg(mg/dl) 12 6.41 4.7 10 11.79 7.92 14 8.39 4.27

Ca(mg/dl) 12 6.08 2.54 11 9.02
3) 3.74 14 8.17 3.78

iP
2)
(mg/dl) 12 8.32 3.82 11 9.41 4.78 14 6.84 4.01

Fe(μg/dl) 4 4.99 1.83 3 4.7 2.87 4 5.48 2.39

Zn(μg/dl) 12 193.9 79.6 10 184.6 68.8 13 124.3
4) 43.8

1) 標準備差、2) 無機リン、3) ６～10歳群に対しP<0.05、
4) ６～10歳群および11～15歳群に対しP<0.05

表５. 馬精漿の無機物濃度（供試馬年齢別）

            年 齢
項 日

6～10歳群 11～15歳群 16～24歳群



- 43 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

第 ３章  

 

 

馬 精 漿 蛋 白 質 の電 気 泳 動 による分 画  
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序   論  

 

精 漿 蛋 白 質 の研 究 は、医 学 領 域 では 1950 年 代 から行 われており [ 8 3 ]、

現 在 では前 立 腺 癌 の診 断 マーカーとして [ 44 ]、また法 医 鑑 識 上 の精 液 確 認

マーカーとして応 用 されている [ 3 0 ]。一 方 、家 畜 精 漿 中 に含 まれる蛋 白 質 に

関 する報 告 は牛 を対 象 にしたものが多 く、アクロシン抑 制 因 子 （分 子 量 MW：  

9 , 5 00～12 , 000）、セミナルプラスミン（MW：  5 , 4 11）、精 子 前 進 運 動 タンパク

質 （MW：  3 7 , 5 00）、酸 性 タンパク質 （MW：  1 3 , 5 00）などに関 するもの見 られ

[ 6 7 ]、この他 にもインヒビン活 性 をもつペプチド [ 7 1 ]や各 種 酵 素 が含 まれてい

るという報 告 も見 られる。しかし、馬 精 漿 蛋 白 質 に関 しての研 究 は数 少 なく、

古 くは Szumowsk i  &  S t ob e r [ 1 06 ]が蛋 白 分 画 像 とその比 率 を報 告 したにと

どまっており、近 年 においても Amann ら [ 2 ]による凍 結 ・融 解 後 の精 子 の運

動 性 と精 漿 蛋 白 質 の関 連 性 を追 究 した報 告 がみられるに過 ぎない。  

本 章 では馬 精 漿 蛋 白 質 に関 する研 究 を始 めるに当 たり、精 漿 に含 まれる

主 要 蛋 白 質 の全 体 像 を把 握 するために蛋 白 質 の分 画 を試 み、個 体 間 の出

現 分 画 の違 いや、季 節 による変 動 につい て検 討 を加 えた。  
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材 料 お よ び方 法  

 

1 .  供 試 材 料  

本 実 験 は蛋 白 分 画 法 の違 いから実 験 Ⅰと実 験 Ⅱの二 つに分 けて行 った。

実 験 Ⅰでは未 変 性 の蛋 白 質 を分 画 できるポリアクリルアミドゲル電 気 泳 動

(N a t i v e-PAGE )法 、実 験 Ⅱでは蛋 白 質 の分 子 量 に従 って分 画 できる SDS-

ポリアクリルアミドゲル電 気 泳 動 ( SDS-PAGE )法 を用 い、それぞれ異 なるサン

プルについて実 験 を行 った。  

実 験 Ⅰには、種 雄 馬 30 頭 (サラブレッド種 26 頭 、アングロアラブ種 ４頭 )か

ら採 取 した、延 べ 59 例 の精 液 および精 漿 を供 試 し、精 液 採 取 時 の各 供 試

馬 の年 齢 は明 け 5～25 歳 、平 均 1 2 . 8 歳 (サラブレッド平 均 13 . 5 歳 、アングロ

アラブ平 均 1 0 . 2 歳 )であった。  

実 験 Ⅱには、種 雄 馬 21 頭 (サラブレッド種 19 頭 、アングロアラブ種 ２頭 )か

ら採 取 した精 液 42 検 体 を供 試 した。これらの 42 検 体 はそれぞれの供 試 馬 か

ら冬 季 (３月 ：No .１～21 )および夏 季 (７～８月 ：No . 22～4 2 )にそれぞれ 1 回 ず

つ採 取 したものである。  

精 液 採 取 時 の各 供 試 馬 の年 齢 は明 け 5～21 歳 、平 均 11 . 8 歳 (サラブレ

ッド平 均 1 1 . 8 歳 、アングロアラブ平 均 11 . 5 歳 )であった。  

これら供 試 馬 の繋 養 地 は、北 海 道 、青 森 県 、千 葉 県 および鹿 児 島 県 で

あった。使 用 管 理 法 ・給 餌 法 に関 しては第 1 章 に記 載 した方 法 と同 様 であっ

た。  

 

2 .  精 液 採 取 と処 理 方 法  

精 液 の採 取 は、発 情 雌 馬 を台 雌 として、西 川 式 改 良 型 馬 人 工 腟 (富 士

平 工 業 製 )を用 いた横 取 り法 またはコンドーム法 によって行 った。  
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精 液 採 取 後 の精 液 検 査 と処 理 に関 しては、第 2 章 の方 法 と全 く同 様 に

行 った。  

なお、各 精 漿 の蛋 白 濃 度 の測 定 には、クマシーブリリアントブルー

G250 (CBB-G250 )と蛋 白 との結 合 に基 づく、蛋 白 測 定 用 キット「トネイン－ Tp 」

(大 場 製 薬 株 式 会 社 製 )を用 いた。  

 

3 .  実 験 Ⅰ ：  ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 法 ( N a t i v e-PAGE 法 ) に よ る 精

漿 蛋 白 質 の分 画  

蛋 白 質 の電 気 泳 動 には、ラウリル硫 酸 ナ トリウムを用 いない Laemm l i の方

法 [ 1 9 , 5 6 ]に基 づき、濃 縮 ゲルのアクリルアミド濃 度 を 4 . 5％、分 離 ゲルを 10％

に調 節 した厚 さ１  mm のゲルを作 製 して用 いた。ゲルの作 成 には ATTO 株 式

会 社 製 ラピダス・スラブゲル作 製 器 AE-6210 を用 いた。  

電 気 泳 動 に用 いる試 料 は、精 漿 にグリセリン、Tr i s -HC l 緩 衝 液 ( pH  6 . 8 )

および蒸 留 水 を加 え、最 終 濃 度 をグリセリンは 20％、Tr i s は 10mM および蛋

白 濃 度 は約 2 . 4  mg/m l となるように調 製 した。電 気 泳 動 は、ATTO 株 式 会 社

製 ラピダス・スラブゲル電 気 泳 動 装 置 AE-6200 を用 いて行 った。泳 動 緩 衝

液 には Tr i s -HC l 緩 衝 液 ( pH  8 . 8 )を用 い、１we l l 当 たり 15μ l の試 料 を添 加

し、20mA の定 電 流 で試 料 の先 端 が濃 縮 ゲルと分 離 ゲルの境 界 線 より約

9 cm 泳 動 されるまで通 電 し、泳 動 を行 った。なお、試 料 添 加 に先 立 ち、試 料

溝 にブロムフェノールブルーを含 むマーカー色 素 を塗 布 し、泳 動 の進 み具 合

を分 かりやすくした。  

泳 動 が終 了 したゲルは 0 . 2 5％CBB-G250 液 で１時 間 染 色 を行 った後 、

37℃の７％酢 酸 液 中 で１時 間 脱 色 してから酢 酸 液 を室 温 に戻 し、ときどき液

を換 えながらゲルが透 明 になるまで脱 色 を行 った。脱 色 後 、ゲルを３％グリシ
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ン液 に半 日 浸 漬 し、その後 乾 燥 しないようにポリ塩 化 ビニリデン製 の薄 膜 で

包 み、4℃の定 温 室 に分 画 の定 量 まで保 存 した。  

染 色 したゲルは、透 過 吸 収 法 による１波 長 方 式 を用 いた島 津 製 作 所 株

式 会 社 製 フライングスポットスキャナ CS-9000 を使 用 し、波 長 6 05  nm でゲル

上 の分 画 の透 過 度 を測 定 した。分 画 の定 量 は、ゲル上 で認 められた分 画 と

デンシトメトリーによる波 形 とを比 較 し、マニュアルで分 画 に相 当 する波 形 の

面 積 値 を積 算 して求 めた。  

 

4 .  実 験 Ⅱ ： Sod i um  Dod e cy l  S u l p h a t e- ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 法

( SDS-PAGE 法 )による精 漿 蛋 白 質 の分 画  

SDS-ポリアクリルアミドゲル電 気 泳 動 法 は Laemm l i 法 [ 5 6 ]に基 づき、濃 縮

ゲルのアクリルアミド濃 度 を 4 . 5％、分 離 ゲルを 12 . 5％に調 節 した厚 さ１  mm

のゲルを作 製 して用 いた。ゲルの作 成 には実 験 Ⅰと同 じ機 器 を用 いた。  

電 気 泳 動 に用 いる試 料 は、精 漿 に SDS、2-メルカプトエタノール、

Tr i s -HC l 緩 衝 液 ( pH6 . 8 )、グリセリンおよび蒸 溜 水 を加 え、最 終 濃 度 を SDS

および 2-メルカプトエタノールは１％、Tr i s -HC l 緩 衝 液 は 10  mM、グリセリン

は 20％および蛋 白 濃 度 は約 1 . 5  mg/m l となるように調 整 し、これを 100℃で l

～2 分 間 加 熱 処 理 した。電 気 泳 動 は、実 験 Ⅰと同 じ機 器 を用 い、泳 動 緩 衝

液 は 0 . 0 2 5  M  T r i s、0 . 1 92  M  グリシン、0 . 1％SDS を使 用 して、１we l l 当 たり

25  μ l の試 料 を添 加 し、25  mA の定 電 流 で試 料 の先 端 が分 離 ゲルの先 端

に達 するまで通 電 し、泳 動 を行 った。なお、実 験 Ⅰと同 様 に、試 料 溝 にマー

カー色 素 を塗 布 し、泳 動 の進 み具 合 を分 かりやすくした。  

泳 動 が終 了 したゲルは 0 . 2 5％CBB-G250 液 で１時 間 染 色 を行 った後 、

７％酢 酸 液 中 でときどき液 を換 えながらゲルが透 明 になるまで脱 色 を行 った。
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脱 色 後 、ゲルを蒸 溜 水 に半 日 浸 漬 して酢 酸 を抜 いたあと、乾 燥 しな いように

ポリ塩 化 ピニリデン製 の薄 膜 で包 み、分 画 の測 定 まで冷 暗 所 に保 存 した。  

染 色 したゲルの分 画 の検 出 と定 量 は実 験 Ⅰと同 様 に行 った。また、デンシ

トメーターによって記 録 した泳 動 像 を基 にして、分 子 量 既 知 の標 準 蛋 白 質 お

よび試 料 蛋 白 質 の移 動 度 を計 算 し、相 対 移 動 度 ( R f )として算 出 した。標 準

蛋 白 質 の R f 値 をそれぞれの蛋 白 質 の分 子 量 値 の対 数 に対 してプロットし、

分 子 量 の検 量 曲 線 (縦 軸 に分 子 量 の対 数 、横 軸 に R f 値 )を作 成 した。これ

に試 料 蛋 白 質 の R f 値 を照 合 して分 子 量 を推 定 した。  

なお、実 験 ⅠおよびⅡに使 用 した試 薬 はすべて電 気 泳 動 用 特 製 試 薬 また

は特 級 試 薬 であった。  

 

5 .  実 験 期 間  

本 実 験 は、1988 年 7 月 から 1991 年 10 月 にわたって実 施 した。  
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結   果  

1 .  実 験 Ⅰ  

( 1 )  精 液 の一 般 性 状  

供 試 馬 の精 液 59 例 のうち、精 液 の一 般 検 査 を実 施 した 56 例 について、

精 液 量 、精 子 濃 度 、精 子 生 存 率 および精 子 奇 形 率 を表 １に示 した。  

平 均 精 液 量 は 52 . 1m l、平 均 精 子 濃 度 2 . 1 3 億 /m l、精 子 活 力 および染

色 法 による生 存 率 はそれぞれ 8 0 . 5％および 75 . 9％であり、精 子 奇 形 率 は

25 . 1％であった。  

また全 例 について測 定 した精 漿 蛋 白 質 濃 度 は、933 . 8±480 . 1  mg/d l (平

均 ±標 準 偏 差 ）であり、個 体 間 でかなりの変 動 が見 られた。  

 

( 2 )  N a t i v e -PAGE 法 による精 漿 蛋 白 質 の分 画 結 果  

供 試 精 液 59 例 について、Na t i v e-PAGE を行 ったところ、最 も多 いものでは

19 個 の分 画 が確 認 された。この分 画 に陰 極 側 より第 １、２、３、４、５、６、７、７

'、８、９、10、10 '、 l 1、12、13、14、15、16 および 17 というように番 号 をつけて

表 わした (図 1 )。第 7 'と第 10 '分 画 は各 々第 7 と第 10 分 画 がデンシトメトリ

ーの波 形 で二 峰 性 を示 した場 合 の分 画 である。  

各 分 画 の供 試 精 液 59 例 における出 現 率 およびデンシトメトリーによって得

られた精 漿 蛋 白 質 中 で各 分 画 が占 める割 合 の平 均 を表 ２に示 した。  

各 分 画 の出 現 率 は第 １、２、５、６および７分 画 が 10 0％であり、第 ４分 画 が

78 . 0％、第 10 分 画 が 94 . 9％、第 11 分 画 が 89 . 8％、第 12 分 画 が 9 3 . 2％、

第 13 分 画 が 88 . 1％、第 14 分 画 が 81 . 4％、第 16 分 画 が 86 . 4％および第

17 分 画 が 79 . 7％であった。しかし、その他 ついては、第 ３分 画 は 39 . 0％、第 ８

分 画 が 25 . 4％、第 ９分 画 は 39 . 0％、第 1 0 '分 画 が 18 . 6％および第 15 分 画
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が 28 . 8％と出 現 率 は低 く、また第 ７ '分 画 は 5 9 . 3％と中 程 度 の出 現 率 を示 し

た。  

出 現 頻 度 の低 い分 画 の出 現 の有 無 と精 漿 蛋 白 濃 度 および一 般 精 液 性

状 (精 液 量 、精 子 濃 度 、精 子 生 存 率 および奇 形 率 )との関 係 を検 討 した結

果 、第 15 分 画 が出 現 しない精 漿 群 では精 液 量 が多 く、精 子 濃 度 が薄 いた

め総 精 子 数 は少 なくなる傾 向 があるが、逆 に第 15 分 画 が出 現 する精 漿 群 で

は精 液 量 は少 ないが、精 子 濃 度 は高 いため総 精 子 数 は多 くなる傾 向 があっ

た。第 ３分 画 の出 現 しない精 漿 群 では蛋 白 濃 度 が高 い傾 向 があったが、第 ３

分 画 が出 現 する精 漿 群 では蛋 白 濃 度 が低 い傾 向 があった。精 子 生 存 率 と

奇 形 率 においては、分 画 の有 無 と相 関 は見 られなかった。  

精 漿 蛋 白 質 中 で各 分 画 が占 める割 合 の平 均 値 をみると、第 １分 画 が

25 . 4％と最 も高 く、次 いで第 ２が 15 . 3％、第 ６が 11 . 0％、第 ７が 6 . 3％そして

第 ５分 画 が 5 . 7％であり、分 画 の出 現 率 が 100％である５個 の分 画 (第 １、２、

５、６および７分 画 )だけで精 漿 蛋 白 質 の 64％を占 めた。  

雄 馬 血 清 と精 漿 蛋 白 質 の Na t i v e-PAGE 泳 動 像 の比 較 を図 ２に示 した。  

血 清 には 10 個 の分 画 が出 現 し、アルブミンは陰 極 より９番 目 の分 画 に位

置 した。精 漿 の第 ９から第 17 分 画 に一 致 する分 画 は、血 清 には全 く存 在 し

なかった。第 ７から第 ８分 画 付 近 は、血 清 のアルブミン分 画 が存 在 する位 置 と

重 なって いた。アルブ ミン分 画 以 外 に精 漿 と泳 動 位 置 が一 致 した 分 画 は第 ３ 、

第 ５分 画 および分 離 ゲルとの境 界 線 に一 番 近 い第 １との３分 画 だけであっ

た。  

また、コンドーム法 で採 精 する際 に採 取 できた射 精 直 前 に分 泌 される尿 道

球 腺 液 を泳 動 した結 果 、図 ３に示 した様 に第 10、11、12、 13、14、16 および

17 分 画 の７個 の分 画 が認 められた。  
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2 .  実 験 Ⅱ  

( 1 )  精 液 の一 般 検 査 結 果  

精 液 の一 般 検 査 を行 った冬 季 精 液 採 取 群 および夏 季 精 液 採 取 群 につ

いて、採 取 時 の精 液 量 、精 子 濃 度 、総 精 子 数 、精 子 生 存 指 数 、精 子 生 存

率 および精 子 奇 形 率 を表 ３に示 した。  

平 均 精 液 量 は冬 季 50 . 8  m l および夏 季 5 8 . 2  m l、平 均 精 子 濃 度 は 2 . 9 1 8

億 /m l および 2 . 2 43 億 /m l、平 均 総 精 子 数 は 1 41 . 8 7 億 および 113 . 2 8 億 、

平 均 精 子 生 存 指 数 は 57 . 6 および 57 . 2、染 色 法 による平 均 精 子 生 存 率 は

78 . 1％および 83 . 9％、そして平 均 精 子 奇 形 率 は 23 . 3％および 21 . 5％であっ

た。いずれの検 査 項 目 についても、冬 季 と夏 季 の間 に有 意 差 はなかった。  

なお、表 には示 していないが冬 季 および夏 季 精 液 採 取 群 の平 均 蛋 白 質

濃 度 はそれぞれ 79 0 . 4 3  mg/d l および 10 99 . 5 7  mg/d l であり、夏 季 は冬 季 に

比 べ有 意 に高 い値 を示 した ( p < 0 . 0 5 )。  

( 2 )  SDS-ポリアクリルアミドゲル電 気 泳 動 法 による精 漿 蛋 白 質 の分 析 結 果  

冬 季 および夏 季 精 液 採 取 群 についての精 漿 蛋 白 分 画 像 を、図 4 および５

に示 した。  

1 )  精 漿 蛋 白 質 の分 画 結 果  

SDS-ポリアクリルアミドゲル電 気 泳 動 法 により得 られた分 画 像 に、泳 動 開

始 点 (陰 極 側 )から順 に、第 １、２、３というように番 号 をつけた。その結 果 、25

の異 なった蛋 白 質 が存 在 することが明 かとなった。表 ４には、それらの蛋 白 質

の平 均 推 定 分 子 量 および出 現 数 (出 現 率 )を示 した。出 現 率 が 100％の分

画 は冬 季 精 液 採 取 群 については第 ４、５、９、17、 22、24 および 25 であり、夏

季 精 液 採 取 群 については第 ５、15、17、 20、22、24 および 25 であった。そのう

ち第 ５、17、22、24 および 25 分 画 は、冬 季 および夏 季 に共 通 していた。出 現

率 が 90％以 上 の分 画 は 1 00％の分 画 に加 えて冬 季 では、第 ３、６、13、14、
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1 5、16 および 20 分 画 であり、夏 季 では第 ３、６および l 3 分 画 であった。両 季

節 の出 現 率 が 80％以 上 である主 要 な蛋 白 質 の推 定 分 子 量 は、第 ３分 画 が

約 8 6 , 7 00、第 ４分 画 が約 76 , 8 00、第 ５分 画 が約 67 , 5 00、第 ６分 画 が約

61 , 5 00、第 13 分 画 が約 31 , 0 00、第 15 分 画 が約 2 6 , 9 00、第 17 分 画 が約

20 , 2 00、第 20 分 画 が約 17 , 2 00、第 22 分 画 が約 1 5 , 6 00、第 24 分 画 が約

13 , 3 00 そして第 25 分 画 が約 11 , 6 00 であった。  

冬 季 と夏 季 で分 画 出 現 率 が大 きく異 なるのは、第 ７分 画 (冬 季 ：0％、夏

季 ：3 8 . 1％ )、第 ９分 画 (冬 季 ： 100％、夏 季 ：5 2 . 4％ )、第 12 分 画 (冬 季 ：

71 . 4％、夏 季 38 . 1％ )、第 14 分 画 (冬 季 ：9 0 . 5％、夏 季 ：57 . 1％ )、第 16 分

画 (夏 季 ： 95 . 2％、夏 季 ：52 . 4％ )、第 19 分 画 (冬 季 ：1 4 . 3％、夏 季 ：42 . 9％ )、

第 23 分 画 (冬 季 ： 52 . 4％、夏 季 ：23 . 8％ )であった。  

この中 で、第 ７分 画 は、冬 季 に出 現 した検 体 は１例 もなく夏 季 の検 体 だけ

に出 現 した。  

2 )  主 要 蛋 白 分 画 の蛋 白 濃 度 の測 定 結 果  

デンシトメーター上 で読 み取 られ冬 季 および夏 季 精 液 採 取 群 における蛋

白 分 画 の濃 度 は表 ５に示 したとおりである。  

冬 季 および夏 季 を通 してみてみると、第 15、17、22 および 25 分 画 の蛋 白

質 濃 度 がすべて 100  mg/d l を超 え、他 の分 画 の蛋 白 質 と比 較 しでもはるかに

濃 度 が高 かった。  

季 節 別 に みてみると、測 定 した精 漿 中 の 総 蛋 白 質 濃 度 の結 果 を反 映 して、

殆 どすべての分 画 で夏 季 に高 い傾 向 を示 した。その中 でも、第 17 および第

22 分 画 が冬 季 に比 べて特 に高 かった。一 方 、第 16 分 画 は夏 季 において濃

度 が低 下 していた。  
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考   察  

 

精 漿 蛋 白 質 の研 究 は、医 学 領 域 では 1950 年 代 から行 われており [ 8 3 ]、

現 在 では前 立 腺 癌 の診 断 マーカーとして [ 4 4 ]、また法 医 鑑 識 上 の精 液 確 認

マーカーとして応 用 されている [ 3 0 ]。しかし、家 畜 においては、精 漿 蛋 白 質 を

疾 病 の診 断 や能 力 の判 定 に応 用 する域 まで達 していない。殊 に、馬 に関 す

る研 究 報 告 は殆 どされておらず、近 年 では Amann ら [ 2 ]による凍 結 ・融 解 後

の精 子 の運 動 性 と精 漿 蛋 白 質 の関 連 性 を追 究 した報 告 がみられるに過 ぎ

ない。  

本 実 験 では、Na t i v e -PAGE 法 によって馬 精 漿 から 19 の蛋 白 質 が分 画 さ

れ、SDS-PAGE 法 では 25 の蛋 白 分 画 を見 出 すことができた。SDS-PAGE 法

では蛋 白 質 試 料 に還 元 剤 である 2-メルカプトエタノールを加 えて煮 沸 し、S-S

結 合 を切 断 してから電 気 泳 動 するため、CBBG-250 染 色 で検 出 可 能 なレベ

ルで含 まれている主 要 な精 漿 蛋 白 質 は 19 種 類 であることが明 らかとなった。

また、これらのうち Na t i v e-PAGE で陽 極 側 に分 画 される７種 類 は射 精 前 に分

泌 される尿 道 球 腺 分 泌 液 に含 まれていることが明 らかとなった。  

一 方 、SDS-PAGE 法 で分 画 された 25 種 類 の蛋 白 質 は、分 子 量 が約

12 , 0 00～1 01 , 0 00 の範 囲 であると推 定 された。分 子 量 が 30 , 0 00 以 上 の蛋 白

質 については、出 現 割 合 が高 くても濃 度 的 には低 いものばかりであったが、

分 子 量 が 30 , 0 00 以 下 の蛋 白 質 は、出 現 割 合 が高 く、かつ濃 度 も高 いもの

が多 かった。従 って、精 漿 蛋 白 質 を構 成 する大 部 分 のものが、分 子 量

30 , 0 00 以 下 であるといえる。  

Amann ら [ 2 ]は、SDS-ポリアクリルアミドゲル電 気 泳 動 法 により馬 精 漿 から

27 の蛋 白 質 を発 見 したと報 告 しており、今 回 の実 験 結 果 は、彼 らの報 告 と

多 少 異 な っていた。これは Amann らの研 究 では 10％の分 離 ゲルを用 いて泳
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動 を行 ったのに対 し、今 回 の実 験 では 12 . 5％の分 離 ゲルを用 いたために、高

分 子 領 域 の分 解 能 が 10％に比 べて劣 っていることが原 因 となって生 じたと考

えられる。  

季 節 別 に馬 精 漿 蛋 白 分 画 を検 討 すると、冬 季 は夏 季 に比 べ分 画 出 現

率 は高 いが、濃 度 は低 い傾 向 を示 した。ほとんどの精 漿 蛋 白 分 画 において

蛋 白 濃 度 が夏 季 に高 いのは、ホルモン支 配 と密 接 に関 係 している。従 って、

夏 季 に蛋 白 分 画 濃 度 が減 少 した第 16 分 画 に関 しては、今 後 検 討 する余 地

がある。  

ウシ精 漿 中 にはアクロシン抑 制 因 子 、セミナルプラスミン、精 子 前 進 運 動 タ

ンパク質 、酸 性 タンパク質 などが発 見 されており、精 子 の原 形 質 膜 に結 合 し

て生 理 機 能 に影 響 を及 ぼすことが知 られている [ 6 7 ]。本 実 験 で明 らかに出 来

たことは馬 精 漿 中 に何 種 類 の蛋 白 質 が含 まれているかと言 うことと、それらの

分 子 量 だけである。今 回 分 画 されたそれぞれの蛋 白 質 に関 して、どの様 な働

きをしているかを把 握 しないことには、利 用 の方 向 性 さえ掴 めないことになる。

今 後 は、蛋 白 質 の種 類 を絞 ってその機 能 を解 明 して行 く必 要 がある。  
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要   約  

 

馬 の精 漿 蛋 白 質 の分 析 を臨 床 応 用 するための基 礎 研 究 として蛋 白 質 の

分 画 を実 施 した。本 実 験 は蛋 白 分 画 法 の違 いから実 験 Ⅰと実 験 Ⅱの二 つ

に分 けて行 ない、実 験 １では軽 種 馬 30 頭 、59 例 の精 液 を用 いて未 変 性 の

蛋 白 質 を分 画 できる Na t i v e-PAGE 法 を試 みた。さらに実 験 ２では軽 種 雄 馬

21 頭 、精 液 42 検 体 を用 いて、SDS-PAGE 法 で精 漿 蛋 白 質 の分 画 を試 みる

とともに、季 節 による比 較 も行 った。  

得 られた結 果 の大 要 は次 のとおりである。  

1 .  実 験 Ⅰ  

N a t i v e -PAGE 法 では、最 も多 いもので 19 個 の分 画 が確 認 された。この分

画 に陰 極 側 より第 １、２、３、４、５、６、７、７ '、８、９、10、10 '、 l 1、12、13、 14、

15、16 および 17 分 画 とした。第 ７ '分 画 と第 10 '分 画 はそれぞれ第 ７分 画 と

第 10 分 画 が二 峰 性 を示 した場 合 の分 画 である。  

各 分 画 の出 現 率 は第 １、２、５、６および７分 画 が 10 0％であり、第 ４、10、

11、12、13、14、16 および 17 分 画 が 70％以 上 の高 い出 現 率 を示 した。第 ７

'分 画 は 5 9 . 3％と中 程 度 の出 現 率 を示 したが、他 の第 ３、８、10 'および 15 分

画 の出 現 率 は 40％以 下 と低 くかった。  

 

2 .  実 験 Ⅱ  

SDS-ポリアクリルアミドゲル電 気 泳 動 法 により 25 の蛋 白 分 画 が確 認 された。

これらの分 子 量 は約 11 , 6 00～1 00 , 7 00 の範 囲 であると推 定 された。主 要 蛋

白 分 画 の蛋 白 濃 度 は、季 節 別 にみれば、殆 どすべての分 画 で夏 季 に高 い

傾 向 を示 した。  
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以 上 の結 果 から、馬 精 漿 に含 まれる主 要 な蛋 白 質 は 19 種 類 であり、その

分 子 量 は約 1 1 , 6 00～100 , 7 0 0 以 上 であることが明 らかとなった。今 後 は、分

画 された各 蛋 白 質 について、その機 能 を解 明 して行 く必 要 がある。   
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平均 SD
1)

採取年齢
2) 12.8 4.62

精液量(m1) 52.1 20.75

精子濃度(億/ml) 2.13 1.22

総精子数(億) 111.05 81.9

精子生存率

精子活力(％) 80.5 15.54

染色法(％) 75.9 16.7

精子奇形率
3)
(％) 25.11 0.61

1):標準偏差、2):明け年齢、3)慣行法

表１. 実験Ⅰに供試した精液の一般性状

項目

分画番号
分画

出現数
平均

1)

(％)

出現率
(％)

No.1 59 25.4 100

No.2 59 15.3 100
No.3 23 1.3 39
No.4 46 4.5 78
No.5 59 5.7 100
No.6 59 11 100
No.7 59 6.3 100
No.7' 35 2.1 59.3
No.8 15 0.6 25.4
No.9 23 1.3 39
No.10' 11 0.2 18.6
No.10 56 3.9 94.9
No.11 53 2.3 89.8
No.12 55 4.8 93.2
No.13 52 7.6 88.1
No.14 48 2.3 81.4
No.15 17 0.4 28.8
No.16 51 2.8 86.4
No.17 47 2.3 79.7

1):染色漉度の相対比

表２. ポリアクリルアミドゲル電気泳動法に
よる精漿蛋白画の測定結果
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精液量
ml

精子濃度
億/ml

総精子数
億/射精

精子
生存
指数

精子
生存率a)

％

精子
奇形率

％

例数 20 19 19 20 20 19

平均 50.8 2.918 141.87 57.6 78.1 23.3

SD
b) 12.2 1.218 52.35 19.9 13.1 8.5

例数 21 21 21 21 21 21
平均 58.2 2.243 113.28 57.2 83.9 21.5
SD 21 1.299 42.12 18.5 11.3 7.9

a)エオジン・ニグロシン液による生死鑑別染色成績に基づく生存率
b)標準偏差

表3. 実験Ⅱに供試した精液の性状

精液採取時期

冬季

夏季
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出現
検体数

出現率
a)

(％)

出現
検体数

出現率
a)

(％)

1 100,681 6 28.6 6 28.6

2 94,955 2 9.5 3 14.3
3 86,717 19 90.5 19 90.5
4 76,842 21 100.0 18 85.7
5 67.502 21 100.0 21 100.0
6 61,538 20 95.2 20 95.2
7 0 0.0 8 38.1
8 53,765 4.8 0.0 0 0.0
9 49,287 21 100.0 11 52.4
10 43,649 1 4.8 2 9.5
11 36,453 2 9.5 1 4.8
12 31,932 15 71.4 8 38.1
13 30,970 19 90.5 20 95.2
14 19 90.5 12 57.1
15 26,856 20 95.2 21 100.0
16 25,116 20 95.2 11 52.4
17 20,217 21 100.0 21 100.0
18 19,478 2 9.5 3 14.3
19 18,420 3 14.3 9 42.9
20 17,206 20 95.2 21 100.0
21 15,698 13 61.9 9 42.9
22 15,642 21 100.0 21 100.0
23 14,222 11 52.4 5 23.8
24 13,292 21 100.0 21 100.0
25 11,621 21 100.0 21 100.0

a）冬季および夏期採取精撲とも例数は21検体。

表４. SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動によって得られた
蛋白質分画の推定分子量と出現割合

蛋白質分
画番号

平均推定
分子量

冬季採取精漿 夏季採取精漿
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例数 平均 SD 例数 平均 SD

1 4 4.7 1.8 6 6.7 2.3

2 2 6.2 － 3 21.8 2.5
3 2 8.7 － 4 9.5 8.2
4 21 27.8 13.6 13 29.2 18.2
5 20 19.9 8.7 19 19.2 18
6 17 14.1 5.4 17 14.7 12.1
7 0 － － 0 － －
8 0 － － 0 － －
9 6 4.4 1.3 3 3.9 2
10 0 － － 1 14.1 －
11 1 6.3 － 1 1.6 －
12 1 14.2 － 0 － －
13 19 37.4 13.2 20 40.3 16.4
14 0 － － 0 － －
15 18 171.3 72 21 209.6 95.2
16 12 92.2 65.6 7 56.1 52.3
17 21 238.3 96.2 21 309.6 169.6
18 1 4.8 － 0 － －
19 2 3.9 － 1 6.7 －
20 20 42.7 32.4 21 85 49.5
21 1 36.7 － 0 － －
22 21 119.3 66.2 21 211.4 145.7
23 5 5 2.2 2 3.4 －
24 20 34 33.4 21 47.8 39.4
25 10 126.4 76.7 16 161.3 112.8

表５. SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動によって得られ
た蛋白質分画の精漿中における平均濃度

蛋白質分
画番号

蛋白質分画濃度（mg/dl)
冬季採取精漿 夏季採取精漿
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図 １ .  ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 法 に よ っ て 得 ら れ た

馬 精 漿 蛋 白 質 の分 画 像 と分 画 番 号  

A ： 分 画 数 の 少 な い 精 漿  

B ： 分 画 数 の 多 い 精 漿  

  

A  B  
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図 ２ .  馬 精 漿 と 馬 血 清 の ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動

像 の比 較  

A：馬 精 漿 、B :馬 血 清  
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図 ３ .  馬 精 漿 と 尿 道 球 腺 分 泌 液 の ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル

電 気 泳 動 像 の比 較  

A：馬 精 漿 、B :  尿 道 球 腺 分 泌 液  
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図 ４ .  冬 季 精 液 採 取 群 における SDS-ポリアクリルアミドゲル

電 気 泳 動 法 によ っ て 得 られ た 馬 精 漿 蛋 白 質 の 分 画

像 と分 画 番 号  
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図 ５ .  夏 季 精 液 採 取 群 における SDS-ポリアクリルアミドゲル

電 気 泳 動 法 によ っ て 得 られ た 馬 精 漿 蛋 白 質 の 分 画

像 と分 画 番 号  
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第 ４章  

 

 

馬 精 漿 中 トランスフェリンおよびラクトフェリンの  

年 齢 および季 節 による違 い並 びに精 液 性 状 との関 連 性  
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序   論  

 

ト ラン ス フ ェリ ン ( T f ) は主 に 肝 で合 成 さ れ る分 子 量 80 , 0 0 0 の 鉄 結 合 性 糖

蛋 白 質 である。T f は精 液 中 においてもその存 在 が確 認 されており [ 1 0 1 ]、その

由 来 は 精 巣 の セ ル ト リ 細 胞 か ら 合 成 ・ 分 泌 さ れ る も の と 副 生 殖 腺 か ら 分 泌 さ

れるものとに分 けられることが報 告 されている [ 2 5 , 1 01 , 1 03 ]。  

精 巣 にお ける T f の 役 割 は、 精 祖 細 胞 、パキテ ン 期 精 母 細 胞 およ び 幼 若

精 子 細 胞 で T f レセプターが認 められていることから [ 1 0 1 , 1 02 ]、これら生 殖 細

胞 の 成 長 ･分 化 の 過 程 に おいて必 要 と な る鉄 原 子 の輸 送 に 関 与 して いるこ と

が考 えられる。また、副 生 殖 腺 に由 来 する T f の機 能 に関 する報 告 は見 当 た

らないが、 他 の蛋 白 質 や 遊 離 アミノ酸 な どとともに重 金 属 と 結 合 して その害 作

用 を防 ぎ、精 子 を保 護 しているものと推 定 される。  

数 種 類 の 動 物 に お い て 、 精 液 中 に T f と 同 様 の 鉄 結 合 能 を も つ 分 子 量

84 , 0 00 の糖 蛋 白 質 であるラクトフェリン ( L f )の存 在 が報 告 されている [ 6 8 , 6 9 ]。

L f は乳 汁 、特 に初 乳 中 に多 量 に含 有 されるが [ 2 0 , 9 1 ]、血 液 、涙 、唾 液 、 鼻

汁 な ど 各 種 体 液 中 に お い て も そ の 存 在 が 確 認 さ れ て い る [ 1 2 , 6 8 , 6 9 , 9 1 ] 。 精

液 中 L f は、ヒ ト および豚 では精 嚢 腺 から、マウスおよび馬 では精 巣 上 体 か

ら の 分 泌 が そ れ ぞ れ 報 告 さ れ て い る [ 2 7 , 9 0 , 9 1 , 1 00 , 1 18 ] 。 精 嚢 腺 に 由 来 す

る L f の役 割 は不 明 であるが、T f と同 様 、精 子 の保 護 に関 与 しているものと 推

定 される。また、L f の二 次 的 な機 能 として静 菌 あるいは抗 菌 作 用 が報 告 され

ており [ 7 6 ]、精 液 中 に存 在 する L f もこのような役 割 を果 たしている可 能 性 もあ

る。 一 方 、 精 子 は 精 巣 上 体 を 移 動 す る 間 に 、 多 種 の 糖 蛋 白 質 な ど の 作 用 を

受 け 成 熟 す る こ と が 知 ら れ て い る [ 1 8 , 2 5 , 9 0 ] 。ヒ ト お よ び 豚 に お い て は 精 子

表 面 に L f 結 合 部 位 の存 在 が報 告 されており [ 1 8 , 2 7 ]、精 子 の成 熟 に関 与 す

る糖 蛋 白 質 の一 つとして L f が精 子 成 熟 過 程 に関 与 している可 能 性 が示 唆
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されるが、その作 用 機 序 に関 してはいまだ解 明 されていない。  

こ れ ら 精 液 中 に 見 出 さ れ る 鉄 結 合 性 糖 蛋 白 質 と 精 液 性 状 と の 関 係 に つ

い て 、 数 種 類 の 動 物 に お い て 報 告 が な さ れ て い る [ 1 5 , 1 8 , 2 1 , 4 1 , 4 9 , 5 0 , 9 5 ] 。

Be r ら [ 7 ]はヒ ト における精 液 中 T f 濃 度 が総 精 子 数 、精 子 濃 度 、精 子 運

動 性 と相 関 性 を持 っていると報 告 している。また Fo r e s t a ら [ 2 1 ]は精 子 減 少

症 と無 精 子 症 のヒ ト で精 液 中 T f 濃 度 は著 しく低 下 すると報 告 している。 さ

らに、牛 においては G i lmon t ら [ 9 1 ]が精 液 中 総 T f 量 と総 精 子 数 が相 関 して

いると報 告 している。これらの報 告 は精 液 中 T f を精 巣 機 能 の指 標 として使 用

することが可 能 であるということを示 唆 している。  

一 方 、L f に関 しては、Buck e t t ら [ 1 3 ]がヒ ト における精 子 減 少 症 と精 子

減 少 無 力 症 サンプルで、正 常 精 液 サンプルに比 べて精 液 中 L f 濃 度 の上 昇

が見 られたと報 告 しており、精 液 中 T f と同 様 に精 液 中 L f が雄 生 殖 器 疾 患

の指 標 と成 り得 る可 能 性 を示 唆 している。しかし、現 在 馬 の精 漿 L f に関 する

報 告 は 少 な く 、 精 液 性 状 と 精 液 L f 値 の 相 関 性 お よ び そ の 精 液 中 に お ける

役 割 を報 告 しているものは見 当 たらない。  

そこで、本 研 究 では幅 広 い年 齢 層 から採 取 した馬 の精 漿 T f および L f の

含 有 量 を 測 定 し、それらの季 節 および加 齢 に伴 う変 動 を明 らかにするとともに 、

精 液 性 状 との相 関 性 についても検 討 を加 えた。  
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材 料 お よ び方 法  

 

1 .  供 試 馬 および供 試 精 液  

本 研 究 には 28 頭 のサラブレッド種 雄 馬 から採 取 した延 べ 15 4 検 体 の精 液

を供 試 した。精 液 の採 取 は 19 98 年 ２月 から 2001 年 ７月 の間 に行 い、検 体

採 取 時 の供 試 馬 の年 齢 は６～27 歳 であった。  

 

2 .  検 体 の区 分  

供 試 し た 精 液 の 採 取 時 期 は １ 月 下 旬 か ら ３ 月 ま で ( 冬 季 ) と ６ 月 か ら ８ 月 ま

で ( 夏 季 ) の ２ つ の 時 期 に 分 け られ た 。 ま た 、 精 液 採 取 時 の 供 試 馬 の 年 齢 は、

前 述 のとおり６から 27 歳 の範 囲 にわたっていたが、本 研 究 では年 齢 を２つに

区 分 し６から 15 歳 を壮 齢 、16 歳 以 上 を高 齢 として結 果 をとりまとめた。それぞ

れの区 分 における例 数 は、冬 季 が壮 齢 60 例 、高 齢 24 例 、夏 季 が壮 齢 51

例 、高 齢 19 例 であり、これらの詳 細 は表 １に示 したとおりである。  

 

3 .  精 液 採 取 、検 査 および処 理  

精 液 採 取 は自 然 発 情 または PGF2αおよび Es t r a d i o l - 1 7βを投 与 して発

情 状 態 を 誘 起 した 雌 馬 を 台 雌 にして、 人 工 腟 を 用 いた 横 取 法 あるいはコンド

ーム法 で行 った。  

精 液 採 取 後 の検 査 および精 漿 分 離 法 は第 2 章 と同 様 に実 施 した。分 離

した精 漿 は、T f および L f の測 定 まで-20℃で凍 結 保 存 した。  

 

4 .  S o d i um  Dod e c y l  S u l p h a t e - ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 法

( SDS-PAGE 法 )  

( 1 )  試 薬  
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SDS-PAGE に用 いた試 薬 は以 下 のとおりである。  

分 離 ゲル：1 . 5M トリス/塩 酸 緩 衝 液 にアクリルアミドを 9 . 7 6％、N,N’-メチレ

ンビスアクリルアミドを 0 . 2 6％、SDS を 0 . 0 1％、N,N ,N’ ,N’-テトラメチルエチレ

ンジアミン ( TEMED )を 0 . 0 5％、過 硫 酸 アンモニウム (APS )を 0 . 1％の割 合 で溶

解 させ pH  8 . 9 に調 整 したものを使 用 した。  

濃 縮 ゲル：0 . 5  M トリス緩 衝 液 にアクリルアミドを 4 . 5％、N,N ' -メチレンビスア

クリルアミドを 0 . 1 2％、SDS を 0 . 1％、TEMED を 0 . 1％、APS を 0 . 1％の割 合

で溶 解 させ pH  6 . 8 に調 整 したものを使 用 した。  

電 極 液 ：２回 蒸 留 水 (DDW)１ l にトリスを 0 . 0 25  M、グリシンを 0 . 1 92  M、SD S

を 0 . 1％の割 合 で溶 解 させ、pH を 8 . 6 に調 整 したものを使 用 した。  

試 料 用 緩 衝 液 ：pH  6 . 8 に調 整 した 50  M トリス塩 酸 緩 衝 液 にジチオトレイ

トール (DTT )を 2  0M、SDS を２％、グリセロールを５％、ブロモフェノールブルー

( BPB )を 0 . 0 02％の割 合 で溶 解 させたものを使 用 した。  

染 色 液 ：メタノールと酢 酸 と DDW を容 積 比 ５ :１ :５で混 合 した液 1 , 1 0 0  m l

にクーマシーブリリアントブルーR-250 を 0 . 5 5  g 溶 解 したものを使 用 した。  

脱 色 液 ：DDW 全 量 中 の７％が酢 酸 、５％がメタノールになるように調 整 した

混 液 を使 用 した。  

分 子 量 マーカ ー： TEFCO 社 の 分 子 量 マーカ ー Ⅱ (W i d e  R an g e  3 . 5 -20 5  

KDa )を用 いた。  

なお、試 薬 類 は特 級 あるいは高 純 度 のものを使 用 した。  

( 2 )  SDS-PAGE 法  

SDS-PAGE は Laemm l i [ 5 6 ]の方 法 に従 って行 った。T f および L f 測 定 用

試 料 は同 一 の試 料 を使 用 し、これらの試 料 は試 料 用 緩 衝 液 を用 いて 10 倍

希 釈 し、95℃で５分 間 加 熱 処 理 後 、ゲルの試 料 溝 に各 試 料 を 20μ l ずつ添

加 した。 分 子 量 マー カーに関 しては、 希 釈 せず５  μ l 添 加 した。上 槽 を 陰 極 、
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下 槽 を 陽 極 と し て 室 温 で 60  V の 定 電 圧 で 泳 動 を 開 始 し 、 マ ー カ ー 色 素

( BPB )が分 離 ゲルに達 した後 に 150  V の定 電 圧 にした。色 素 がゲル下 端 から

５  mm まで移 動 したところで泳 動 を終 了 した。次 に濃 縮 ゲルを切 り離 し、分 離

ゲ ルを 染 色 液 の 入 った 容 器 中 に 入 れ 、室 温 で１ 時 間 染 色 した 。 染 色 終 了 後 、

容 器 内 の 液 体 を 脱 色 液 に 交 換 し て 振 盪 し な が ら バ ッ ク グ ラ ウ ン ド が 透 明 に な

るま で脱 色 した 。 な お 、 脱 色 の 際 に は色 素 を 吸 着 さ せ るた めに 脱 色 液 中 に 少

量 の毛 糸 を投 入 した。  

 

5 .  イムノブロッティング  

( 1 )  試 薬  

イムノブロッティングに用 いた試 薬 は以 下 のとおりである。  

転 写 用 緩 衝 液 ：100  mM トリス緩 衝 液 にグリシンを 192  mM の割 合 で溶 解

し pH  9 . 0 に調 整 したものにメタノールを５％ ( v / v )の割 合 で添 加 したものを 使

用 した。  

ト リ ス 緩 衝 化 生 理 的 食 塩 水 ( TBS ) ： 20  mM ト リ ス 塩 酸 緩 衝 液 に NaC l を

150  mM の割 合 で溶 解 し pH  7 . 6 に調 整 したものを使 用 した。  

マスキング液 ：TBS に牛 血 清 アルブミンを 1 . 0％、NaN３を 0 . 0 2％の割 合 で

溶 解 したものを使 用 した。  

免 疫 反 応 用 転 写 液 ： 0 . 0 1 ％ Th ime r o s a l 加 TBS に 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン を

0 . 1％、Tween20 を 0 . 1％の割 合 で溶 解 したものを使 用 した。  

洗 浄 液 ( 0 . 1％TBST )：Tween20 を 0 . 1％の割 合 で TBS に添 加 して使 用 し

た。  

T f 用 一 次 抗 体 はウサギ抗 ウマ T f 精 製 I gG を、L f 用 一 次 抗 体 はウサギ抗

ウマ L f 精 製 I gG をそれぞれ使 用 し、二 次 抗 体 は POD 標 識 ヤギ抗 ウサギ I gG

抗 体 を 使 用 した 。 抗 体 は北 里 大 学 獣 医 生 理 化 学 講 座 よ り分 与 さ れ たも のを
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使 用 した。なお、試 薬 類 は特 級 あるいは高 純 度 のものを使 用 した。  

( 2 )  ウェスタンブロット法  

前 述 の SDS-PAGE と同 様 の操 作 を染 色 の前 段 階 まで行 い、得 られたゲ ル

を使 用 した。ポリビニリデンジフルオイド膜 （以 下 Ｐ膜 ）を 100％メタノールに 20

秒 間 浸 した後 に転 写 用 緩 衝 液 に 30 分 以 上 浸 漬 した。一 方 、泳 動 したゲル

および転 写 用 電 極 濾 紙 を転 写 用 緩 衝 液 に 15 分 間 浸 漬 した。Ｐ膜 への転 写

にはアトー社 製 のホライズブロット (AE-6675  P/N 型 )を用 いた。水 平 平 面 プレ

ー ト 電 極 対 間 に 下 か ら 、 濾 紙 （ ３ 枚 ） 、 Ｐ 膜 、 ゲ ル 、 濾 紙 （ ３ 枚 ） の 順 に 気 泡 が

入 らないようにセットし、２  mA/cm 2 の定 電 流 で 90 分 間 転 写 した。転 写 終 了

後 、Ｐ膜 を TBS で 10 分 間 洗 浄 してから、マスキング溶 液 30  m l に一 晩 浸 漬

してマスキングした。  

次 に、 T f に関 して はＰ膜 を 免 疫 反 応 用 緩 衝 液 で１  μ g/m l に 希 釈 したウ

サギ抗 ウマ T f 精 製 I gG に浸 漬 し、振 盪 しながら２時 間 反 応 させた。また、L f

に関 してはＰ膜 を免 疫 反 応 用 緩 衝 液 で２  μ g/m l に希 釈 したウサギ抗 ウマ L f

精 製 I gG に 浸 漬 し、 振 盪 しな が ら２ 時 間 反 応 さ せ た。 次 い で、 Ｐ膜 を 0 . 1 ％

TBST で３回 洗 浄 （10 分 /回 ）した後 、免 疫 反 応 用 緩 衝 液 で希 釈 した POD

標 識 ヤギ 抗 ウサギ I gG 抗 体 20  m l に浸 漬 し、振 盪 しながら２時 間 反 応 させた。

その後 、Ｐ膜 は 0 . 1％TBST で３回 （10 分 /回 ）、TBS で２回 （５分 /回 ）、DDW

で１ 回 （ ５ 分 ） の 順 で 洗 浄 した 後 に 発 色 液 に 浸 漬 し、 振 盪 し な が ら 発 色 さ せ た 。

発 色 完 了 後 、Ｐ膜 を DDW で数 回 洗 浄 して発 色 を停 止 させ、濾 紙 に挟 んで

乾 燥 させた。  

 

6 .  精 漿 中 T f および L f の測 定  

( 1 )  試 薬 および器 具  

T f および L f の測 定 に用 いた試 薬 は以 下 のとおりである。  
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EL I SA 緩 衝 液 ：  pH  7 . 2 に調 整 したリン酸 緩 衝 液 ( PBS )に Tween20 を

0 . 1％、NaN ３ を 0 . 0 2％の割 合 で溶 解 したものを使 用 した。  

硫 安 加 EL I SA 緩 衝 液 ：pH  7 . 2 に調 整 した EL I SA 緩 衝 液 に硫 酸 アンモニ

ウムを 0 . 5  M の割 合 で溶 解 したものを使 用 した。  

アルカリホスファターゼ (ALP )用 基 質 溶 液 ：DDW にグリシンを 100  mM、p-

ニ ト ロ フ ェ ニ ル リ ン 酸 を ３  mM 、 ZnSO 4 を １  mM の 割 合 で 溶 解 し た も の を １ N  

NaOH を使 用 して pH  10 . 0 に調 整 したものを使 用 した。  

0 . 0 5％PBST：PBS に Tween20 を 0 . 0 5％の割 合 で添 加 したものを使 用 し

た。  

酵 素 反 応 停 止 液 ：DDW にエチレンジアミン四 酢 酸 ( EDTA )を 2 00  mM の 割

合 で溶 解 したものを使 用 した。  

標 準 曲 線 用 T f 溶 液 ：  T f 純 品 を EL I SA 緩 衝 液 で 1 959 . 8 倍 希 釈 して

T f 濃 度 を 200  n g/m l に調 製 したものを使 用 した。  

標 準 曲 線 用 L f 溶 液 ：  L f 純 品 を EL I SA 緩 衝 液 で 969 . 5 倍 希 釈 し L f 濃

度 を 100  n g/m l に調 製 したものを使 用 した。  

なお、T f および L f の純 品 は北 里 大 学 獣 医 生 理 化 学 講 座 において精 製 さ

れたものを使 用 した [ 4 0 ]。T f および L f 用 一 次 抗 体 はイムノブロッティングで使

用 したものと同 じものを使 用 し、二 次 抗 体 は ALP 標 識 ヤギ抗 ウサギ I gG を使

用 し た 。 測 定 に 使 用 し た 抗 体 は 北 里 大 学 獣 医 生 理 化 学 講 座 よ り 分 与 さ れ

た も の を 使 用 し 、 試 薬 類 は 特 級 あ る い は 高 純 度 の も の を 使 用 し た 。 ま た 、

EL I SA 用 マイクロタイタープレートは Nunc 社 製 の Immuno  P l a t e  Ma x i s o r p  

F96 を使 用 した。  

( 2 )  サンドイッチ EL I SA  

96 穴 Immuno  P l a t e  の各 穴 に PBS で 2 . 0  μ g/m l に希 釈 した一 次 抗 体

を 100  μ l ずつ分 注 し、４℃で 15 時 間 放 置 して抗 体 をプレートにコーティング
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した 。 次 いで、 プ レー トを PBST で３ 回 洗 浄 した 後 、 EL I SA 緩 衝 液 を各 穴 に

300  μ l ずつ加 えて、１時 間 マスキングした。その後 、 0 . 0 5％PBST で１回 洗 浄

後 、各 穴 にサンプルあるいは硫 安 加 EL I SA 緩 衝 液 で２倍 階 段 希 釈 した標 準

曲 線 用 溶 液 を 10 0  μ l ずつ添 加 し、 37℃で２時 間 反 応 させた。なお、測 定 サ

ンプルは T f 測 定 の場 合 は精 漿 を硫 安 加 EL I SA 緩 衝 液 で 101 倍 に希 釈 し

たものを用 い、L f 測 定 の場 合 は 5151 倍 に希 釈 したものを用 いた。反 応 終 了

後 、各 穴 を 0 . 0 5％PBST で３回 洗 浄 してから、硫 安 加 EL I SA 緩 衝 液 で 300  

n g/m l になるように希 釈 した二 次 抗 体 を 100μ l ずつ添 加 し 37℃で２時 間 反

応 させた。その後 、0 . 0 5％PBST で３回 洗 浄 して から、ALP 用 基 質 溶 液 を各

穴 に 2 00  μ l ずつ添 加 して 37℃で 45 分 間 酵 素 反 応 をさせた。次 いで酵 素

反 応 停 止 液 を 各 穴 に 50μ l ずつ 添 加 して 反 応 を 停 止 した 後 に、 吸 光 度 計

( T i t e r t e k  Mu l t i s k a n  MCC/340 ,  F l ow  La bo r a t o r i e s 社 製 )を用 いて波 長

405nm に お ける吸 光 度 を 測 定 した 。 得 られ た 吸 光 度 か ら 標 準 曲 線 を 作 成 し 、

その標 準 曲 線 を用 いて試 料 吸 光 度 から各 試 料 の T f および L f 濃 度 を算 出 し

た。なお、本 法 における測 定 内 変 動 係 数 は T f が 3 . 8 8％、L f が 5 . 7 1％であっ

た。また、測 定 間 変 動 係 数 は T f が 9 . 5 5％、L f が 7 . 9 7％であった。なお、 馬

精 漿 T f お よび L f に関 する EL I SA 標 準 曲 線 の１例 をそれぞれ図 １および図 ２

に示 した。  

 

7 .  蛋 白 質 定 量  

( 1 )  試 薬  

蛋 白 質 の測 定 に用 いた試 薬 は以 下 のとおりである。  

２％炭 酸 ナトリウムアルカリ溶 液 ：１  ｌの４  M  NaOH に 20  g の Na 2 CO 3 を

溶 解 したものを使 用 した。  

硫 酸 銅 ･クエン酸 ナトリウム溶 液 ：DDW にクエン酸 ナトリウムを 1 . 0％の割 合
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で溶 解 したもの 100  m l に 0 . 5  g の CuSO 4 ･5H 2 O を溶 解 したものを使 用 した。  

アルカリ溶 液 ：２％炭 酸 ナトリウムアルカリ溶 液 50  m l と硫 酸 銅 ･クエン酸 ナト

リウム溶 液 １  m l を混 合 したものを使 用 した。  

ゲル濾 過 用 緩 衝 液 ：DDW に NaN ３ を 0 . 2％、NaP i を 20  mM、 NaC l を 50 0  

mM の割 合 で溶 解 し pH  7 . 2 に調 整 したものを使 用 した。  

標 準 蛋 白 質 溶 液 ：DDW に 500  μ g/m l の割 合 で牛 血 清 アルブミン ( B SA )

を溶 解 したものを用 いた。  

フ ェ ノ ー ル 試 薬 ： 市 販 の フ ェ ノ ー ル 試 薬 を 予 め フ ェ ノ ー ル フ タ レ イ ン を 指 示

薬 と して ア ルカ リ で滴 定 し、DDW で希 釈 して １  N 酸 溶 液 と した もの を 使 用 し

た。  

( 2 )  Low r y 法  

精 漿 中 のタンパク質 濃 度 測 定 は Low r y 法 [ 5 8 ]に従 って行 った。ゲル濾 過

用 緩 衝 液 で 101 倍 希 釈 した精 漿 サンプルと標 準 蛋 白 質 溶 液 をアルカリ性 溶

液 で３倍 希 釈 し、正 確 に 10 分 間 室 温 で放 置 した。次 いでフェノール試 薬 を

添 加 して直 ちに混 和 し、室 温 で 30 分 間 放 置 した。この後 タングステンランプ

を使 用 して、波 長 75 0  nm における吸 光 度 を測 定 した。得 られた吸 光 度 より

Low ry 係 数 を算 出 し、サンプル中 の蛋 白 質 濃 度 を求 めた。  

 

8 .  実 施 期 間  

本 実 験 は 1998 年 ２月 から 200 1 年 ９月 19 日 までの期 間 に行 った。  

 

9 .  統 計 処 理  

各 年 齢 および各 季 節 間 の精 液 性 状 、精 漿 T f、L f および蛋 白 質 値 の差 の

検 定 は等 分 散 のものに関 しては S t u d en t ' s  t - t e s t により、分 散 の異 なるもの

では We l c h ' s  t - t e s t によって有 意 差 の検 定 を実 施 した。また、精 液 性 状 と精
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漿 T f、 L f お よ び 蛋 白 質 値 と の 間 の 相 関 に 関 し て は 単 回 帰 分 析 を 行 い、 相

関 の有 意 性 は分 散 分 析 によって検 定 を行 った。  
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結   果  

 

本 研 究 で は、 検 体 を 供 試 馬 の 年 齢 と 精 液 採 取 時 期 （ 季 節 ） に よ っ て 冬 季

壮 齢 群 （EM 群 ）、冬 季 高 齢 群 （EH 群 ）、夏 季 壮 齢 群 （LM 群 ）および夏 季 高

齢 群 （LH 群 ）の４群 に分 け、これらについて比 較 を行 った。なお、精 液 性 状 に

つ い て は 季 節 差 お よ び 年 齢 差 の 認 め ら れ る 項 目 が 複 数 存 在 し た た め 、 年 齢

区 分 のみの比 較 あるいは季 節 区 分 のみの比 較 は実 施 しなかった。  

 

１．季 節 区 分 および年 齢 区 分 別 精 液 性 状  

(１）精 液 量 、精 子 濃 度 および総 精 子 数  

各 群 に お け る 精 液 量 、 精 子 濃 度 お よ び 総 精 子 数 の 平 均 値 を 表 ２ に 示 し

た。  

精 液 量 は各 群 とも 50  m l 前 後 の値 を示 し、群 間 に差 はみられなかった。  

精 子 濃 度 を 同 一 年 齢 区 分 間 で 比 較 す る と 、 EM 群 ( 平 均 2 . 4 75 ×

10 8 /m l )が LM 群 ( 1 . 8 1 9×10 8 /m l )に比 べ有 意 に高 く ( p < 0 . 0 5 )、明 瞭 な季 節

差 が認 められた。また、EH 群 ( 1 . 6 4 0×10 8 /m l )と LH 群 ( 1 . 2 5 9×10 8 /m l )の

間 に も 同 様 の 傾 向 が 認 め ら れ た が 、 両 群 の 差 は 有 意 な も の で は な か っ た 。 一

方 、 同 一 季 節 内 で 比 較 す る と 、 EM 群 が EH 群 に 比 べ 有 意 な 高 値 を 示 し

( p < 0 . 0 5 )、冬 季 には明 瞭 な年 齢 差 が認 められた。また、LM 群 と LH 群 の間 に

も同 様 の傾 向 が認 められたが、両 者 の差 は有 意 なものではなかった。  

総 精 子 数 を 同 一 年 齢 区 分 間 で 比 較 す る と 、 夏 季 よ り も 冬 季 の 方 が 高 い

傾 向 があった。すなわち、LM 群 よりも EM 群 が高 値 を、LH 群 よりも EH 群 が

高 値 を 示 し た が 、 群 間 の 差 は 有 意 な も の で は な か っ た 。 ま た 、 同 一 季 節 内 で

比 較 す る と 高 齢 よ り も 壮 齢 の 方 が 高 い 傾 向 が あ り 、 特 に 、 EM 群 ( 1 0 6 . 0 9 ×

10 8 / 射 精 ) と EH 群 ( 6 0 . 5 2 × 10 8 / 射 精 ) の 差 は 有 意 な も の で あ っ た
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( p < 0 . 0 1 )。  

(２）運 動 精 子 率 、精 子 生 存 指 数 および不 染 精 子 率  

各 群 に お け る 運 動 精 子 率 、 精 子 生 存 指 数 お よ び 不 染 精 子 率 の 平 均 値

を表 ３に示 した。  

運 動 精 子 率 を同 一 年 齢 区 分 間 で比 較 しても各 年 齢 に季 節 差 は認 められ

なかったが、同 一 季 節 内 では EH 群 ( 5 8 . 5％ )よりも EM 群 ( 8 3 . 9％ )が、LH 群

( 5 2 . 1％ )よりも LM 群 ( 8 7 . 0％ )が有 意 に高 く ( p < 0 . 0 1 )、明 瞭 な 年 齢 差 が観 察

された。  

精 子 生 存 指 数 を 同 一 年 齢 区 分 間 で 比 較 す る と 運 動 精 子 率 と 同 様 に 各

年 齢 に 季 節 差 は認 められ な か った。 しか し、 同 一 季 節 内 で 比 較 す ると 明 瞭 な

年 齢 差 が認 められ、EH 群 ( 4 3 . 5 )より EM 群 ( 6 3 . 8 )、LH 群 ( 3 7 . 0 )より LM 群

( 6 6 . 9 )が有 意 に高 値 を示 した ( p < 0 . 0 1 )。  

不 染 精 子 率 に つ い て 同 一 年 齢 区 分 間 を 比 較 す る と 夏 季 が 冬 季 よ り も 高

い傾 向 があり、特 に EM 群 と LM 群 の差 は有 意 なものであった ( p < 0 . 0 5 )。一 方 、

同 一 季 節 内 で比 較 すると 明 瞭 な 年 齢 差 が認 められ 、両 季 節 と もに高 齢 に 比

べ壮 齢 が有 意 な高 値 を示 した ( p < 0 . 0 1 )。  

(３）精 子 奇 形 率 、頭 部 奇 形 精 子 率 、尾 部 奇 形 精 子 率 および未 熟 精 子 率  

各 群 に お け る 精 子 奇 形 率 、 頭 部 奇 形 精 子 率 、 尾 部 奇 形 精 子 率 お よ び

未 熟 精 子 率 の平 均 値 を表 ４に示 した。  

精 子 奇 形 率 は LM 群 がその他 の群 よりもやや低 値 を示 したが、その他 の群

はほぼ同 じ値 を示 し、各 群 間 に差 は認 められなかった。  

頭 部 奇 形 精 子 率 に つ い て 同 一 季 節 内 を 比 較 す る と 高 齢 が 壮 齢 よ り も 高

値 を示 す傾 向 がみられ、特 に LH 群 と LM 群 との間 には有 意 差 が認 められた

( p < 0 . 0 1 )。  

尾 部 奇 形 精 子 率 を 年 齢 区 分 に 従 っ て 比 較 す る と 冬 季 よ り も 夏 季 に 低 値
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を示 す傾 向 がみられ たが、その差 は有 意 なものではなかった。また、季 節 区 分

に 従 っ て 比 較 す る と 壮 齢 よ り も 高 齢 が 高 値 を 示 す 傾 向 が 認 め ら れ た が 、 そ の

差 は有 意 なものではなかった。  

未 熟 精 子 率 は LM 群 がその他 の群 よりもやや低 値 を示 したが、その他 の群

はほぼ同 じ値 を示 し、各 群 間 に差 は認 められなかった。  

 

２．SDS-PAGE およびイムノブロッティングの結 果  

SDS-PAGE 法 で T f 純 品 、L f 純 品 および精 漿 を分 画 した結 果 を写 真 １に

示 した。  

T f 純 品 お よび L f 純 品 を泳 動 したレーンにはそれぞれ１本 のバンドのみが観

察 さ れ 、 こ れ ら の 純 品 が 単 一 の 蛋 白 質 か ら 構 成 さ れ て い る こ と が 明 ら か と な っ

た 。 ま た 、 両 蛋 白 質 の 移 動 度 は 近 似 し て お り 、 分 子 量 マ ー カ ー か ら 推 定 し て

分 子 量 8 0 , 0 00 に相 当 する位 置 の近 くにバンドが認 められた。一 方 、精 漿 レ

ーンでは複 数 のバンドが認 められ、そのうちの１本 は T f 純 品 および L f 純 品 と

ほぼ同 じ位 置 に認 められた。  

抗 ウマ T f 抗 体 および抗 ウマ L f 抗 体 を用 いたイムノブロッティングの結 果 を

写 真 ２に示 した。抗 ウマ T f 抗 体 で陽 性 の反 応 が認 められたのは、T f 純 品 の

バンドと分 画 された精 漿 蛋 白 質 バンドのうち１本 であった。また抗 ウマ L f 抗 体

を用 いた場 合 は L f 純 品 のバンドと分 画 蛋 白 質 バンドのうち１本 が陽 性 となっ

た。また、抗 ウマ T f および抗 ウマ L f の両 抗 体 を用 いた結 果 、精 漿 蛋 白 質 のう

ち、１本 の 幅 の 広 いバンドが 陽 性 となった 。精 漿 蛋 白 質 から分 画 され たこの 幅

の広 いバンドは、L f 純 品 および T f 純 品 から得 られたバンドを合 わせたくらいの

範 囲 に観 察 された。以 上 のことより精 漿 中 には T f と L f が存 在 していると判 断

さ れ た が 、 ２ つ の バ ン ド が 分 離 し て い る 像 は 確 認 で き な か っ た 。 し か し 、 本 研 究

で使 用 した T f および L f に対 する抗 体 は互 いに交 差 することなくそれぞれを認
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識 していることが明 らかとなった。  

 

３．季 節 区 分 および年 齢 区 分 別 精 漿 T f 値  

各 群 における精 漿 T f 濃 度 と精 漿 総 T f 量 の平 均 値 を表 ５に示 した。  

精 漿 T f 濃 度 と精 漿 総 T f 量 はほぼ同 様 の傾 向 がみられ、同 一 年 齢 区 分

間 を 比 較 す る と 冬 季 が 夏 季 よ り も 高 値 を 示 す 傾 向 が み ら れ た 。 す な わ ち 、 EM

群 ( 6 . 3  μ g/m l ,  2 7 7 . 0  μ g )が LM 群 ( 2 . 7  μ g/m l ,  1 3 1 . 5  μ g )よりも有 意 に

高 く ( p < 0 . 0 1 )、EH 群 ( 7 . 6  μ g/m l ,  3 7 5 . 7  μ g )と LH 群 ( 5 . 4  μ g/m l ,  3 1 3 . 1  

μ g ) の 間 に も 同 様 の 傾 向 が 認 め ら れ た が 、 両 群 の 差 は 有 意 で は な か っ た 。 ま

た 、 同 一 季 節 内 を 比 較 す る と 壮 齢 に 比 べ て 高 齢 が 高 値 を 示 す 傾 向 が あ り 、

特 に精 漿 T f 濃 度 では EM 群 と EH 群 で有 意 な差 が認 められた ( p < 0 . 0 5 )。  

 

４．季 節 区 分 および年 齢 区 分 別 精 漿 L f 値  

各 群 における精 漿 L f 濃 度 と精 漿 総 L f 量 の平 均 値 を表 ６に示 した。  

精 漿 L f 濃 度 を同 一 年 齢 区 分 間 で比 較 すると精 漿 T f 濃 度 の結 果 と異 な

り、壮 齢 では EM 群 ( 2 6 8 . 1  μ g/m l )が LM 群 ( 1 7 8 . 4  μ g/m l )よりも有 意 に高

い 値 を 示 し た ( p < 0 . 0 1 ) 。 し か し 、 高 齢 で は ほ と ん ど 差 が 認 め ら れ な か っ た 。 同

一 季 節 内 で比 較 すると、精 漿 T f 濃 度 の結 果 とは逆 に、高 齢 に比 べて壮 齢

の方 が高 値 を示 す傾 向 があった。特 に EM 群 ( 2 6 8 . 1  μ g/m l )と EH 群 ( 1 4 8 . 5  

μ g/m l )との間 には有 意 差 があった ( p < 0 . 0 1 )。  

また精 漿 総 L f 量 においても精 漿 総 T f 量 の結 果 とは異 なり、同 一 年 齢 区

分 間 で比 較 すると壮 齢 では EM 群 ( 1 1 . 8  mg )が  LM 群 ( 8 . 3  mg )に比 べて 有

意 に高 く ( p < 0 . 0 5 )、これに対 して高 齢 では LH 群 が EH 群 に比 べて高 値 を示

した。同 一 季 節 内 で比 較 すると EM 群 は EH 群 に比 べ有 意 に高 く ( p < 0 . 0 1 )、  

明 瞭 な年 齢 差 が認 められた。また、LM 群 と LH 群 間 にも同 様 の傾 向 がみ ら
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れたが、両 群 の差 は有 意 ではなかった。  

 

５．季 節 区 分 および年 齢 区 分 別 精 漿 蛋 白 質 値  

各 群 に お け る 精 漿 蛋 白 質 濃 度 と 精 漿 総 蛋 白 質 量 の 平 均 値 を 表 ７ に 示 し

た。  

同 一 年 齢 区 分 間 で 比 較 す る と 、 精 漿 蛋 白 質 濃 度 お よ び 精 漿 総 蛋 白 質

量 と も 明 瞭 な 季 節 差 が 認 め ら れ た 。 す な わ ち 、 冬 季 よ り も 夏 季 で 高 値 を 示 す

傾 向 が認 められ、LM 群 ( 1 7 . 3  mg/m l ,  0 . 8 0  g )と EM 群 ( 1 1 . 8  mg/m l ,  0 . 5 4  g )、

LH 群 ( 1 5 . 8  mg/m l ,  0 . 9 1  g )と EH 群 ( 8 . 6  mg/m l ,  0 . 4 3  g )の両 群 において有

意 な 差 が 認 め ら れ た ( p < 0 . 0 1 ,  p < 0 . 0 5 ) 。 ま た 、 精 漿 蛋 白 質 濃 度 を 同 一 季 節

内 で比 較 すると高 齢 に比 べ壮 齢 で高 値 を示 す傾 向 があり、特 に EM 群 と EH

群 間 の差 は有 意 であり ( p < 0 . 0 5 )、明 瞭 な年 齢 差 が認 められた。また、LM 群 と

LH 群 間 に も 同 様 の 傾 向 が 認 め ら れ た が 両 群 の 差 は 有 意 で は な か っ た 。 一

方 、 精 漿 総 蛋 白 質 量 に お け る 同 一 季 節 内 で の 比 較 か ら は 一 定 の 傾 向 は 認

められなかった。  

 

６．精 漿 T f 値 、精 漿 L f 値 および精 漿 蛋 白 質 値 と精 液 性 状 との関 係  

(１）精 漿 T f 値 と精 液 性 状 との関 係  

年 齢 および各 精 液 性 状 と精 漿 T f 値 との相 関 性 を表 ８に示 した。  

精 漿 T f 濃 度 は 年 齢 と r = 0 . 3 86 の 有 意 な 正 の 相 関 関 係 が 認 め ら れ た

( p < 0 . 0 001 )。個 々の値 の散 布 状 況 は図 ３のとおりであり、Y=0 . 3 38X+0 . 7 39 の

回 帰 直 線 式 が得 られた。従 って、精 漿 T f 濃 度 は加 齢 に伴 い一 定 の割 合 で

増 加 していくことが明 らかとなった。一 方 、精 漿 T f 濃 度 と精 液 性 状 との関 係

をみると、造 精 機 能 のパラメーターである精 子 濃 度 および総 精 子 数 と の間 、ま

た 、 精 子 の 生 存 性 と 運 動 性 の パ ラ メ ー タ ー で あ る 運 動 精 子 率 、 精 子 生 存 指



- 82 - 

 

数 お よ び 不 染 精 子 率 と の 間 に 有 意 な 相 関 は 認 め られ な か っ た 。 し か し、 精 子

形 成 過 程 お よ び 成 熟 過 程 の 異 常 を 示 す 奇 形 精 子 に 関 す る パ ラ メ ー タ ー の

中 で、頚 部 奇 形 精 子 率 とは r = -0 . 2 21 の負 の相 関 が ( p < 0 . 0 1 )、また頭 体 遊

離 率 とは r = 0 . 1 76 の正 の相 関 性 が認 められた ( p < 0 . 0 5 )。  

精 漿 総 T f 量 の相 関 性 は精 漿 T f 濃 度 の場 合 とほぼ同 様 であり、年 齢 との

間 に 正 の 相 関 ( r = 0 . 3 50 ,  p < 0 . 0 001 ) 、 ま た 、 頚 部 奇 形 率 と の 間 に 負 の 相 関

( r = - 0 . 1 63 ,  p < 0 . 0 5 )が認 められた。  

(２）精 漿 L f 値 と精 液 性 状 との関 係  

年 齢 および各 精 液 性 状 と精 漿 L f 値 との相 関 性 を表 ９に示 した。  

精 漿 L f 濃 度 および精 漿 総 L f 量 は、精 漿 T f 値 とは異 なり年 齢 との相 関 は

認 め られ な か っ た 。 一 方 、 精 液 性 状 と の 関 係 を み ると 、 造 精 機 能 の パ ラメ ー タ

ーであ る精 子 濃 度 お よび 総 精 子 数 との 間 に 有 意 な 強 い正 の相 関 が 認 めら れ

た。すなわち、精 漿 L f 濃 度 と精 子 濃 度 との間 には r = 0 . 5 9 5 ( p <0 . 0 00 1 )の相

関 があり、Y=54 . 0 24X+100 . 4 1 の回 帰 直 線 式 が得 られ (図 ４ )、精 漿 総 L f 量 と

総 精 子 数 との間 にも r = 0 . 6 35 ( p <0 . 0 001 )の正 の相 関 があり、Y=0 . 0 61X+4 . 0 7

の回 帰 直 線 式 が得 られた (図 ５ )。これらのことから、精 漿 L f 値 は精 子 数 の増

減 に伴 ってその濃 度 と量 が変 化 することが明 らかとなった。また、精 漿 L f 値 は

精 液 量 と の 間 に も 有 意 な 相 関 が 認 め ら れ た が 、 精 漿 L f 濃 度 は

r = -0 . 2 16 ( p <0 . 0 1 )の負 の相 関 であり、精 漿 総 L f 量 は r = 0 . 3 78 ( p <0 . 0 001 )の

正 の相 関 であった。さらに、精 子 の生 存 性 および運 動 性 のパラメーターとの間

では精 漿 L f 濃 度 と不 染 精 子 率 との間 に弱 い負 の相 関 ( r = - 0 . 1 90 ,  p < 0 . 0 5 )

が 認 められ たに 過 ぎ な かった が、 奇 形 精 子 に 関 す るパラメ ータ ーとの 間 に は興

味 ある相 関 が観 察 された。すなわち、精 漿 L f 濃 度 は未 熟 精 子 率 ( r = 0 . 2 42 ,  

p < 0 . 0 1 )、頭 部 奇 形 率 ( r = 0 . 2 0 7 ,  p < 0 . 0 5 )、頭 体 遊 離 率 ( r = 0 . 2 16 , p <0 . 0 1 )お

よび 尾 部 欠 損 率 ( r = 0 . 2 28 ,  p < 0 . 0 1 )と 弱 いなが らも 有 意 な 正 の 相 関 が 認 めら
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れ、正 常 精 子 率 ( r = - 0 . 2 20 ,  p < 0 . 0 1 )との間 には負 の相 関 が認 められた。これ

らの関 係 は精 漿 総 L f 量 との間 にもほぼ同 様 に認 められたが、精 漿 総 L f 量 と

頭 部 奇 形 率 には有 意 な相 関 は認 められなかった。以 上 のことは L f が精 子 の

成 熟 過 程 に関 与 している機 能 蛋 白 であることを示 唆 するものである。  

(３）精 漿 蛋 白 質 値 と精 液 性 状 との関 係  

年 齢 および各 精 液 性 状 と精 漿 蛋 白 質 値 との相 関 性 を表 10 に示 した。  

精 漿 蛋 白 質 濃 度 は 年 齢 お よ び 精 子 濃 度 と は 有 意 な 相 関 が 認 め ら れ な か

っ た が 、 精 子 の 生 存 性 お よ び 運 動 性 の パ ラ メ ー タ ー で あ る 運 動 精 子 率

( r = 0 . 1 98 ,  p < 0 . 0 5 ) 、 精 子 生 存 指 数 ( r = 0 . 1 59 ,  p < 0 . 0 5 ) お よ び 不 染 精 子 率

( r = 0 . 2 56 ,  p < 0 . 0 1 )と有 意 な 正 の 相 関 が認 められ た。また、奇 形 精 子 のパラメ

ーターの中 では先 体 異 常 率 と r = 0 . 2 1 4 の正 の相 関 が観 察 された ( p < 0 . 0 1 )。

精 漿 総 蛋 白 質 量 も ほ ぼ 同 様 の 相 関 を 示 し た が 、 総 精 子 数 と の 間 に 有 意 な

正 の 相 関 が認 められ ( r = 0 . 3 21 ,  p < 0 . 0 01 )、先 体 異 常 率 との 間 に は有 意 な 相

関 が認 められなかった。  

 

７．精 漿 T f 値 、精 漿 L f 値 および精 漿 蛋 白 質 値 の関 係  

精 漿 T f 濃 度 と精 漿 L f 濃 度 、精 漿 T f 濃 度 と精 漿 蛋 白 質 濃 度 および精

漿 L f 濃 度 と精 漿 蛋 白 質 濃 度 の間 にはそれぞれ正 の相 関 がみられ、相 関 係

数 はそれぞれ r = 0 . 2 58 ( p <0 . 0 1 )、 r = 0 . 1 86  ( p < 0 . 0 5 )および r = 0 . 2 53 ( p <0 . 0 1 )

であった。  

また、精 漿 総 T f 量 と精 漿 総 L f 量 、精 漿 総 T f 量 と精 漿 総 蛋 白 質 量 お よ

び精 漿 総 L f 量 と精 漿 総 蛋 白 質 量 の間 にもそれぞれ正 の相 関 がみられ、相

関 係 数 は そ れ ぞ れ r = 0 . 3 31 ( p <0 . 0 001 ) 、 r = 0 . 4 54 ( p < 0 . 0 001 ) お よ び

r = 0 . 3 75 ( p <0 . 0 001 )であった。  
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考   察  

 

精 漿 T f に関 して、牛 では総 T f 量 と精 巣 機 能 の指 標 となる総 精 子 数 に相

関 性 があると報 告 されている [ 2 5 ]。また、ヒ ト でも T f 濃 度 と精 子 濃 度 、総 精

子 数 、 お よ び 精 子 運 動 性 と の 相 関 性 が 報 告 さ れ て お り [ 7 ] 、 臨 床 応 用 の 一

例 として、精 漿 T f 濃 度 の著 しい減 少 がみられる精 子 減 少 症 の診 断 指 標 とし

て用 いられている [ 2 1 ]。しかし、本 研 究 では T f 値 と精 子 濃 度 および総 精 子 数

は 相 関 を 示 し て お ら ず 、 馬 で は 牛 やヒ ト と 異 な る 結 果 が 得 ら れ た 。ヒ ト に

関 する Bha r s h an k a r [ 1 0 ]の報 告 では 30 歳 前 後 、牛 に関 する Rob e r t s ら [ 9 1 ]

の 報 告 で は ５ か ら ６ 歳 の 個 体 か ら 得 た サ ン プ ル を 使 用 し て お り 、 こ れ ら の 報 告

は 加 齢 に 伴 う 変 化 、 特 に 老 化 の 影 響 を 全 く 受 け て い な い サ ン プ ル に み ら れ た

傾 向 と 言 う こ と が で き る 。 そ れ に 対 し 、 本 研 究 で 用 い た 精 漿 サ ン プ ル は ６ か ら

27 歳 までと幅 広 い年 齢 層 から得 たものであり、馬 の場 合 も年 齢 を限 定 すれば

ヒ ト や 牛 の 場 合 と 同 様 の 傾 向 を 示 す 可 能 性 も あるが 、 全 体 を とお して みると

T f 値 は 精 巣 機 能 の 要 因 よ りも 年 齢 要 因 に 大 きな 影 響 を 受 け て い る こ と が 本

研 究 から明 らかとなった。精 巣 からの T f 分 泌 を調 節 するとされるテストステロン

は、 季 節 繁 殖 動 物 であ る 馬 で は季 節 に 伴 っ て 変 動 す る こ と が 報 告 さ れ て いる

[ 3 6 , 4 3 , 5 2 , 1 04 ]。 Ho f fm ann ら [ 3 6 ]はテ ス トス テロ ン が２ 月 か ら上 昇 し、４ から５

月 で最 大 になり、その後 減 少 すると報 告 しており、 本 研 究 に おいても 第 1 章

で 述 べ た 様 に テ ス ト ス テ ロ ン 濃 度 は 夏 季 が 春 季 お よ び 秋 季 に 比 べ て 有 意 に

高 かった。本 研 究 では、精 漿 T f 濃 度 は壮 齢 では明 らかに冬 季 で高 値 を示 し、

前 述 の報 告 と一 致 するが高 齢 では明 瞭 な変 化 はみられなかった。また、総 T f

量 においても同 様 の傾 向 がみられた。この結 果 は壮 齢 では精 漿 T f がテストス

テ ロ ン に よ る 調 節 を 受 け て いる こ と を 示 唆 す る が 、 高 齢 で は テ ス ト ス テ ロ ン 以 外

の影 響 を受 けている可 能 性 を示 唆 しており、加 齢 (老 化 )が T f 値 を変 動 させ
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る 要 因 で あ る と 推 定 さ れ た 。 加 齢 ( 老 化 ) に 伴 う テ ス ト ス テ ロ ン の 変 動 に つ い て

名 和 田 ら [ 7 7 ]は、ヒ ト で加 齢 に伴 っ て テ スト ステロ ン分 泌 の 減 少 およ び 精 液

性 状 の 低 下 ～ 悪 化 が 起 こ る と 報 告 し て い る 。 S t ewa r t ら [ 1 0 4 ] は 、 ２ ヶ 月 か ら

25 歳 までの馬 を用 いた研 究 で、血 中 テ ストステロン値 は性 成 熟 に達 するまで

上 昇 し性 成 熟 後 の変 動 は乏 しいと報 告 しており、 J o hn s on ら [ 4 3 ]も６ヶ月 から

20 歳 ま で の 馬 を 用 い た 研 究 で 同 様 の 報 告 を し て い る。 本 研 究 に 用 い た サ ン

プ ル の 精 液 性 状 は 全 体 を 通 し て 加 齢 と と も に 低 下 ～ 悪 化 し て い く 傾 向 が 見

られたが、精 漿 T f 値 は精 液 性 状 とは逆 に、加 齢 とともに明 らかに上 昇 する傾

向 がみられ、精 漿 T f が加 齢 (老 化 )とともにテストステロンの影 響 を強 く受 ける

精 巣 か ら の 分 泌 に 比 べ 副 生 殖 腺 か ら の 分 泌 割 合 が 増 加 す る可 能 性 が 推 測

された。副 生 殖 腺 に由 来 する T f が増 加 する原 因 として、副 生 殖 腺 自 体 が老

化 による影 響 を受 けるか、あるいは老 化 により血 管 病 変 が生 じ血 漿 成 分 が 漏

出 す る こ と な ど が 考 え ら れ る が 加 齢 に 伴 う こ れ ら の 変 化 に つ い て の 報 告 は 見

当 たらない。  

精 漿 T f の由 来 に関 して、ヒ ト ではその 80％が精 巣 由 来 であり [ 1 0 3 ]、 牛

では 40％が副 生 殖 腺 由 来 であると報 告 されている [ 2 5 ]。馬 の精 子 枯 渇 試 験

で得 たサンプルについて T f 値 と精 子 濃 度 および総 精 子 数 が相 関 性 を示 す

個 体 と 示 さ な い 個 体 が 観 察 さ れ 、 相 関 を 示 す 個 体 に 関 し て は 精 漿 T f の 約

70 ％ が 精 巣 由 来 で あ り 、 示 さ な か っ た 個 体 に 関 し て は 精 子 が 枯 渇 さ れ た 状

態 にあっても著 しい T f の増 加 が観 察 された (未 発 表 データ )。このことは精 漿

T f が 精 巣 の み に 由 来 せ ず 、 射 精 口 以 降 の 部 位 つ ま り 副 生 殖 腺 か ら 多 量 の

T f が分 泌 されて いる個 体 が 存 在 すること を示 唆 して いるものであり、馬 にお い

て T f を造 精 機 能 の指 標 として使 用 することは不 適 切 であると判 断 される。今

後 は副 生 殖 腺 の組 織 学 的 検 索 を含 む副 生 殖 腺 からの T f の分 泌 機 序 と加

齢 ( 老 化 ) に 伴 う 変 動 を 解 明 し、 副 生 殖 腺 の 状 態 お よ び 加 齢 ( 老 化 ) の 指 標 と
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して T f が使 用 できるかどうかについても検 討 を加 える必 要 があると思 われ た。  

精 漿 L f に関 しては分 泌 源 とその機 能 に関 する報 告 が多 く、精 漿 L f と精

液 性 状 については Buck e t t ら [ 1 3 ]がヒ ト の精 子 減 少 症 と精 子 無 力 症 のサ

ンプルでは正 常 サンプルに比 べて精 液 中 L f が上 昇 すると報 告 している以 外

見 当 たらない。本 研 究 で、精 漿 L f 濃 度 および総 L f 量 は精 子 濃 度 および総

精 子 数 と 正 の 相 関 を 示 す こ と が 明 ら か と な っ た 。 こ の 結 果 は 馬 に お い て 精 漿

L f が造 精 機 能 の指 標 として用 いられる可 能 性 を示 唆 している。馬 の精 漿 L f

の 由 来 に 関 し て 、 Soph i e [ 1 00 ] ら は 、 精 巣 上 体 を 精 巣 側 か ら ８ 区 画 に 分 け 各

部 の灌 流 液 中 の L f 濃 度 を測 定 し、精 巣 上 体 の中 間 部 分 (精 巣 上 体 体 )に

おいて L f が最 も高 濃 度 に含 まれており精 巣 と精 巣 上 体 の境 界 部 分 における

灌 流 液 中 か らは ほ と ん ど 検 出 さ れ な か っ た と 報 告 し て い る。 現 在 、 馬 に お い て

精 巣 上 体 以 外 からの精 漿 L f 分 泌 に関 する報 告 は見 当 たらず、精 漿 L f が造

精 機 能 の指 標 になると結 論 づけるためには各 部 における L f 分 泌 の有 無 とそ

の分 泌 量 の割 合 についての検 討 が必 要 である。  

本 研 究 において、精 漿 L f 濃 度 が精 液 量 と負 の相 関 を示 したことは L f の

主 な 分 泌 部 位 が 射 精 口 以 前 に あ り 精 漿 の 液 状 成 分 の ほ と ん ど を 構 成 す る

副 生 殖 腺 か ら の 分 泌 液 中 に は 存 在 し な い か 、 存 在 し た と し て も 少 量 で あ る と

いうこ とを 示 唆 す るものと 考 え られた。 一 方 、 総 L f 量 が 精 液 量 と 正 の 相 関 を

示 したことから副 生 殖 腺 の分 泌 液 中 に L f が存 在 することが示 唆 された。さら

に 、 精 子 濃 度 と 精 漿 L f 濃 度 の 相 関 に お け る 回 帰 直 線 式  Y=54 . 0 24X+  

1 00 . 4 1 から、精 子 濃 度 を０と仮 定 した時 の L f 濃 度 は 100 . 4 1  μ g/m l であり、

全 サンプルにおける平 均 精 液 量 49 . 1 5m l から一 射 精 当 たりの L f 量 は約 4 . 9 4  

mg と算 出 される。一 方 、総 精 子 数 と総 L f 量 の相 関 における回 帰 直 線 式 は  

Y=0 . 0 61X+4 . 0 7 であり、精 子 数 を０と仮 定 した時 の総 L f 量 は 4 . 0 7  mg であり、

これらの数 値 は副 生 殖 腺 由 来 の L f の存 在 を示 すものであり、今 後 は副 生 殖
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腺 の分 泌 液 中 に含 まれる L f についてのさらなる検 討 が必 要 であると考 えられ

る。  

また、精 漿 L f 値 は精 子 の成 熟 過 程 の指 標 となる正 常 精 子 率 とも負 の相

関 を 示 し 、 未 熟 精 子 率 と は 正 の 相 関 を 示 し た 。 精 子 は 精 巣 上 体 を 移 動 す る

間 に そ の 表 面 に 多 種 の 糖 蛋 白 質 を 結 合 さ せ て 成 熟 す る 事 が 報 告 さ れ て い る

[ 1 8 , 2 5 , 9 0 ]。Goodman ら [ 2 7 ]はヒ ト において精 子 膜 表 面 に L f 結 合 部 位 が

あると報 告 しており、Dach eu x ら [ 1 8 ]も同 様 に豚 の精 子 表 面 に L f 結 合 部 位

の 存 在 を 報 告 し て い る 。 こ れ ら の こ と を 考 え 合 わ せ る と 、 馬 に お い て も 精 巣 上

体 機 能 が正 常 であれば、精 子 成 熟 の過 程 で精 子 表 面 に十 分 量 の L f が 結

合 し精 子 の 膜 の 安 定 化 が 起 こること は想 像 に 難 くな い。こ のた め正 常 精 子 率

の上 昇 に伴 って精 漿 L f 値 は減 少 し両 者 間 に負 の相 関 がみられるのではない

か と 考 えられ た。 さ らに、 精 漿 L f 濃 度 が 精 子 の 生 存 性 の 指 標 と な る不 染 精

子 率 と 負 の 相 関 を 示 す こ と は 、 正 常 精 子 率 と 同 様 の 理 由 に よ るも の と 思 わ れ

た 。 一 方 、 正 常 精 子 率 と は 逆 に 、 未 熟 精 子 が 増 加 す る と 精 子 と 結 合 で き な

い L f が精 漿 中 に増 加 することとなり、未 熟 精 子 率 と精 漿 L f 値 が正 の相 関 を

示 すものと考 えられた。したがって、精 漿 L f が精 子 の成 熟 過 程 の指 標 、もしく

は 精 巣 上 体 の 機 能 の 指 標 と な る 可 能 性 が あ り 、 今 後 こ の 点 に 着 目 し た 検 討

が必 要 であると考 えられた。  

本 研 究 の結 果 から、T f は造 精 機 能 を反 映 しないが、副 生 殖 腺 の状 態 ある

い は 老 化 の 指 標 と し て 用 い ら れ る 可 能 性 が 示 唆 さ れ 、 今 後 は 加 齢 ( 老 化 ) に

伴 う T f の分 泌 増 加 機 序 を 解 明 する必 要 があ ると思 われ た。一 方 、 精 漿 L f

に 関 して は 、 精 巣 機 能 お よ び 精 巣 上 体 機 能 の 指 標 と な る可 能 性 が 示 唆 さ れ

たが、この結 果 を結 論 づけるためには精 漿 L f の由 来 部 位 の特 定 、および 部

位 別 分 泌 量 を 検 討 す る 必 要 が あ る 。 ま た 、 臨 床 的 に 応 用 が 可 能 で あ る か を

検 討 するために、臨 床 例 における精 漿 L f の研 究 が必 要 であると考 えられた。   
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要   約  

 

本 研 究 では、馬 精 漿 T f および L f 値 の季 節 および加 齢 による変 動 を明 ら

かにするとともに、精 液 性 状 との相 関 性 について検 討 を加 えた。  

本 研 究 には６から 27 歳 のサラブレッド種 雄 馬 28 頭 から採 取 した延 べ 15 4

検 体 の精 液 を供 試 し、精 漿 T f および L f をサンドイッチ EL I SA 法 、また蛋 白

質 量 を Low ry 法 により測 定 した。供 試 した精 液 を採 取 時 期 で１月 下 旬 から３

月 ま で（ 冬 季 ） と ６ 月 か ら８ 月 ま で（ 夏 季 ） の ２ つ の 時 期 に 分 け 、 ま た 、 年 齢 で ６

から 15 歳 （壮 齢 ）と 16 歳 以 上 （高 齢 ）に区 分 して、サンプルを冬 季 壮 齢 群

（EM 群 ）、冬 季 高 齢 群 （EH 群 ）、夏 季 壮 齢 群 （LM 群 ）および夏 季 高 齢 群

（LH 群 ）の計 ４群 に分 けて比 較 を行 った。  

精 液 性 状 で 有 意 な 季 節 差 は 壮 齢 に お け る 精 子 濃 度 と 不 染 精 子 率 で 認

め ら れ 、 前 者 で は 冬 季 が 、 後 者 で は 夏 季 が 高 値 を 示 し た 。 一 方 、 冬 ・ 夏 季 と

も に 年 齢 差 が 認 め ら れ た 項 目 は 、 運 動 精 子 率 、 精 子 生 存 指 数 お よ び 不 染

精 子 率 で 、 い ず れ も 壮 齢 が 高 値 を 示 し た 。 冬 季 に お け る 精 子 濃 度 と 総 精 子

数 に 有 意 な 年 齢 差 が 認 め ら れ 、 ど ち ら も 壮 齢 が 高 値 を 示 し た 。 ま た 、 頭 部 奇

形 精 子 率 では夏 季 で壮 齢 より高 齢 が高 値 を示 した。  

精 漿 T f 濃 度 では、同 一 年 齢 区 分 間 を比 較 すると冬 季 が夏 季 よりも高 値

を示 す傾 向 がみられ、EM 群 と LM 群 間 で有 意 な季 節 差 が認 められたが ( 6 . 3  

v s  2 . 7  μ g/m l ,  p < 0 . 0 1 )、EH 群 と LH 群 間 で有 意 な差 は認 められなかった

( 7 . 6  v s  5 . 4  μ g/m l )。また同 一 季 節 内 を比 較 すると壮 齢 に比 べて高 齢 が高

値 を 示 す 傾 向 が あ り 、 EM 群 と EH 群 間 で 有 意 な 年 齢 差 が 認 め ら れ た が

( p < 0 . 0 5 )、LM 群 と LH 群 間 の差 は有 意 ではなかった。さらに、精 漿 T f 濃 度

は 年 齢 ( p < 0 . 0 001 ) 、 頭 体 遊 離 率 ( p < 0 . 0 5 ) と 有 意 な 正 の 相 関 を 、 頚 部 奇 形

率 ( p < 0 . 0 1 )と有 意 な負 の相 関 を示 した。T f 値 と精 子 濃 度 および総 精 子 数 は
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相 関 を示 さなかった。  

精 漿 L f 濃 度 を同 一 年 齢 区 分 間 で比 較 すると、壮 齢 では EM 群 が LM 群

より高 く有 意 な季 節 差 が認 められたが ( 2 6 8 . 1  v s  1 7 8 . 4  μ g/m l ,  p < 0 . 0 1 )、高

齢 では EH 群 と LH 群 間 でほとんど差 が認 められなかった ( 1 4 8 . 5  v s  1 4 7 . 9   

μ g/m l )。また、同 一 季 節 内 での比 較 では、精 漿 T f 濃 度 とは逆 に高 齢 より壮

齢 が高 値 を示 す傾 向 があり、EM 群 と EH 群 間 で有 意 な年 齢 差 が認 められた

が ( p < 0 . 0 1 )、LM 群 と LH 群 間 の差 は有 意 ではなかった。さらに、精 漿 L f 濃

度 と 有 意 な 正 の 相 関 を 示 し た も の は 精 巣 機 能 の 指 標 と な る 精 子 濃 度

( p < 0 . 0 001 )と総 精 子 数 ( p < 0 . 0 0 01 )、精 子 形 成 ・ 成 熟 過 程 の 指 標 と なる 未 熟

精 子 率 ( p < 0 . 0 1 ) 、 頭 部 奇 形 率 ( p < 0 . 0 5 ) 、 頭 体 遊 離 率 ( p < 0 . 0 1 ) お よ び 尾 部

欠 損 率 ( p < 0 . 0 1 ) で あ り 、 有 意 な 負 の 相 関 を 示 し た も の は 副 生 殖 腺 機 能 の 指

標 と な る精 液 量 ( p < 0 . 0 1 )、 精 子 生 存 性 の 指 標 と な る 不 染 精 子 率 ( p < 0 . 0 5 ) お

よび精 子 形 成 ・成 熟 過 程 の指 標 となる正 常 精 子 率 ( p < 0 . 0 1 )であった。  

精 漿 蛋 白 質 濃 度 を 同 一 年 齢 区 分 間 で 比 較 す ると 夏 季 が 高 い傾 向 が あ り、

EM 群 と LM 群 間 ( 1 1 . 8  v s  1 7 . 3  mg/m l )および EH 群 と LH 群 間 ( 8 . 6  v s  1 5 . 8  

mg/m l ) で有 意 な 季 節 差 が 認 められた ( p < 0 . 0 1 )。 ま た 同 一 季 節 内 で比 較 す る

と、高 齢 に比 べ壮 齢 で高 値 を示 す傾 向 があり、EM 群 と EH 群 間 で有 意 な 年

齢 差 が認 められたが ( p < 0 . 0 5 )、LM 群 と LH 群 間 の差 は有 意 ではなかった。さ

らに 、 精 漿 蛋 白 質 濃 度 と 有 意 な 正 の 相 関 を 示 し た も の は 精 子 生 存 ・ 運 動 性

の 指 標 と な る 運 動 精 子 率 ( p < 0 . 0 5 ) 、 精 子 生 存 指 数 ( p < 0 . 0 5 ) お よ び 不 染 精

子 率 ( p < 0 . 0 1 )と先 体 異 常 精 子 率 ( p < 0 . 0 5 )であった。  

本 研 究 の 結 果 か ら、 T f は造 精 機 能 を 反 映 し な いが 加 齢 （ 老 化 ） の 指 標 と

して 用 い ら れ る 可 能 性 が 示 唆 さ れ 、 今 後 は加 齢 （ 老 化 ） に 伴 う T f の 分 泌 増

加 機 序 を解 明 したうえで結 論 する必 要 がある。一 方 、精 漿 L f は精 巣 機 能 お

よ び 精 巣 上 体 機 能 の 指 標 と な る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た が 、 こ の 結 果 を 結 論 づ
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けるためには精 漿 L f の由 来 部 位 の特 定 および部 位 別 分 泌 量 を検 討 する必

要 がある。  
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採取時期

壮齢
6-15歳

高齢
16歳以上

計

冬季 60 24 84

夏季 51 19 70

計 111 43 154

表1. 各群における例数

年齢区分

EM群 EH群 LM群 LH群

壮齢 高齢 壮齢 高齢

n 60 24 51 19

mean 47.1 48.0 49.0 52.5

SD 22.9 23.7 25.3 27.6

n 58 23 51 19

mean 2.475 1.640 1.819 1.259

SD 1.644 1.406 1.552 1.451

n 58 23 51 19

mean 106.09 60.52 86.25 55.04

SD 71.60 32.30 86.01 51.89

群

採取時期

年齢区分

表２. 各群の精液量、精子濃度、および 総精子数の比較

冬季

a-a': p<0.05, b-b': p<0.01

夏季

精液量
(ml)

精子濃度

(×108/ml)

総精子数

(×108/ejac)

a a' a'

b b'

EM群 EH群 LM群 LH群
壮齢 高齢 壮齢 高齢

n 60 24 51 19

mean 83.9 58.5 87.0 52.1

SD 20.5 38.2 12.1 33.9

n 60 24 51 19

mean 63.8 43.5 66.9 37.0

SD 19.9 32.7 16.3 27.7

n 59 24 51 19

mean 82.5 65.4 88.5 67.7

SD 17.8 25.4 7.0 29.7

表３. 各群の運動精子率、精子生存指数、
および不染精子率の比較

a-a',b-b',c-c',d-d',e-e',f-f': p<0.01, g-g': p<0.05

採取時期

年齢区分

運動精子率

冬季 夏季
群

精子生存指数

不染精子率

a a' b b'

c c' d d'

e,g e' f,g' f'
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EM群 EH群 LM群 LH群
壮齢 高齢 壮齢 高齢

n 60 23 51 19

mean 23.6 24.1 19.9 24.3

SD 8.9 13.4 11.3 11.7

n 60 23 51 19

mean 6.4 8.3 5.5 8.6

SD 2.8 5.3 3.8 5.0

n 60 23 51 19

mean 10.5 11.6 9.0 10.6

SD 6.3 8.7 6.5 7.5

n 60 23 51 19

mean 4.3 4.8 2.6 4.1

SD 5.6 3.6 3.7 4.9

精子奇形率

頭部奇形精子率

尾部奇形精子率

群
採取時期

表４. 各群の精子奇形率、頭部奇形精子率、
　　　　　　尾部奇形精子率、および未熟精子率の比較

冬季 夏季

未熟精子率

a-a': p<0.01

年齢区分

a a'

EM群 EH群 LM群 LH群
壮齢 高齢 壮齢 高齢

n 60 24 51 19

mean 6.3 7.6 2.7 5.4

SD 4.6 5.0 1.6 5.0

n 60 24 51 19

mean 277.0 375.7 131.5 313.1

SD 251.6 330.4 117.4 427.9

表５. 各群の精漿Tf濃度および精漿総Tf量の比較

群
採取時期 冬季 夏季

年齢区分

精漿Tf濃度
(μg/ml)

精漿総Tf量
(μg)

a-a',c-c': p<0.01, b-b': p<0.05

a,b b' a'

c c'

a,b b' a'

c c'
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EM群 EH群 LM群 LH群
壮齢 高齢 壮齢 高齢

n 60 24 51 19

mean 268.1 148.5 178.4 147.9

SD 150.6 115.3 126.4 140.0

n 60 24 51 19

mean 11.8 6.0 8.3 7.1

SD 8.0 3.6 6.2 6.5

表６. 各群の精漿Lf濃度および精漿総Lf量の比較

群
採取時期 冬季 夏季

年齢区分

精漿Lf濃度
(μg/ml)

精漿総Lf量
(mg)

a-a',c-c': p<0.01, b-b': p<0.05

a a' a'

b,c c' b'

a a' a'

b,c c' b'

EM群 EH群 LM群 LH群
壮齢 高齢 壮齢 高齢

n 60 24 51 19

mean 11.8 8.6 17.3 15.8

SD 7.3 4.2 8.5 9.7

n 60 24 51 19

mean 0.54 0.43 0.80 0.91

SD 0.40 0.32 0.52 0.81

年齢区分

精漿Pr濃度
(mg/ml)

精漿総Pr量
(g)

a-a',b-b',d-d': p<0.01, c-c',e-e': p<0.05

表７. 各群の精漿Pr濃度および精漿総Pr量の比較

群
採取時期 冬季 夏季

a,c b,c' a' b'

d e d' e'

a,c b,c' a' b'

d e d' e'
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項目

年齢 0.386 *** 0.350 ***

精液量 -0.035 0.440 ***

精子濃度 0.057 -0.106

総精子数 -0.010 0.119

運動精子率 -0.044 0.007

精子生存指数 -0.044 0.020

不染精子率 -0.104 0.008

精子奇形率 0.058 0.083

正常精子率 -0.086 -0.092

未熟精子率 0.091 0.054

先体異常率 0.014 -0.050

頭部奇形率 0.051 0.060

頚部奇形率 -0.221 ** -0.163 *

尾部奇形率 -0.040 0.036

頭体遊離率 0.176 * 0.100

頭部欠損率 -0.109 -0.081

尾部欠損率 0.158 0.113

*：p<0.05, **：p<0.01, ***：p<0.001

精漿Tf濃度との

相関係数

精漿総Tf量との

相関係数

表８. 精液性状と精漿Tf値との相関

項目

年齢 -0.127 -0.154

精液量 -0.216 ** 0.378 ***

精子濃度 0.595 *** 0.342 ***

総精子数 0.425 *** 0.635 ***

運動精子率 -0.110 0.034

精子生存指数 -0.073 0.060

不染精子率 -0.190 * -0.007

精子奇形率 0.142 0.152

正常精子率 -0.220 ** -0.201 *

未熟精子率 0.242 ** 0.181 *

先体異常率 0.090 -0.044

頭部奇形率 0.207 * 0.101

頚部奇形率 -0.093 -0.009

尾部奇形率 -0.064 0.011

頭体遊離率 0.216 ** 0.184 *

頭部欠損率 0.078 0.047

尾部欠損率 0.228 ** 0.271 ***

*：p<0.05, **：p<0.01, ***：p<0.001

精漿Lf濃度との

相関係数

精漿総Lf量との

相関係数

表9. 精液性状と精漿Lf値との相関
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項目

年齢 -0.075 0.013

精液量 -0.033 0.628 ***

精子濃度 0.137 -0.052

総精子数 0.146 0.321 ***

運動精子率 0.198 * 0.163 *

精子生存指数 0.159 * 0.161 *

不染精子率 0.256 ** 0.258 **

精子奇形率 -0.044 0.010

正常精子率 0.015 -0.009

未熟精子率 0.048 -0.006

先体異常率 0.214 ** 0.105

頭部奇形率 -0.060 -0.028

頚部奇形率 0.051 0.039

尾部奇形率 -0.076 0.019

頭体遊離率 0.081 0.011

頭部欠損率 0.101 0.010

尾部欠損率 -0.014 0.018

*：p<0.05, **：p<0.01, ***：p<0.001

精漿蛋白質濃度

との相関係数

精漿総蛋白質量

との相関係数

表10. 精液性状と精漿蛋白質値との相関
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図 １．Tf サンドイッチ ELISA 標 準 曲 線  

 

 

 

 

 

図 ２．Lf サンドイッチ ELISA 標 準 曲 線  
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図 ３．年 齢 と精 漿 Tf 濃 度 の関 係  

 

図 ４．精 子 濃 度 と精 漿 Lf 濃 度 の関 係  
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図 ５．総 精 子 数 と精 漿 総 Lf 量 の関 係  
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写 真 1．SDS-PAGE  

左 か ら 、 分 子 量 マ ー カ ー 、 T f 純 品 、 L f 純 品 、 精 漿 サ ン プ ル  

 

 

 

写 真 2．ウェスタンブロット  

1 - 1 ～ 1 - 3 ： 抗 T f 抗 体  

2 - 1 ～ 2 - 3 ： 抗 L f 抗 体  

3 - 1 ～ 3 - 3 ： 抗 T f お よ び 抗 L f 抗 体  

 

-  

（ 蛋 白 濃 度 を 1 ～ 2 m g / m l に 調 整 し た も の 2 0 μ l を 泳 動 ）  
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第 ５章  

 

 

馬 精 漿 中 精 子 前 進 運 動 促 進 因 子 に関 する研 究  
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序   論  

 

哺 乳 類 で は 精 細 管 内 で セ ル ト リ 細 胞 に 接 し な が ら 変 態 を 完 了 し た 精 子 は 、

精 細 管 腔 に 遊 離 し 、 曲 精 細 管 、 直 精 細 管 、 精 巣 網 、 精 巣 輸 出 管 、 精 巣 上

体 頭 部 お よ び 精 巣 上 体 体 部 を 経 て 、 精 巣 上 体 尾 部 に 達 し、 こ こ で 射 精 ま で

貯 蔵 さ れ る 。 精 細 管 で 形 成 さ れ た 精 子 は 、 精 巣 上 体 を 通 過 す る 過 程 で 、 質

的 、 機 能 的 変 化 を し て 成 熟 す る 。 精 巣 上 体 頭 部 の 精 子 は 前 進 す る 運 動 機

能 を 持 っ て いな いが 、 尾 部 へ 到 達 す る ま でに そ の 機 能 を 獲 得 し、 牛 精 子 では

精 巣 上 体 液 中 の 前 進 運 動 化 タン パク 質 （FMP）を 取 り込 む こ とで、 旋 回 運 動

が 前 進 運 動 に 変 換 さ れ る と 言 わ れ て い る [ 3 9 ] 。 し か し 、 多 く の 動 物 種 で 実 際

に 精 巣 上 体 尾 部 か ら 取 り 出 し た 精 子 は 、 そ の 場 で 旋 回 、 振 子 運 動 を 行 う の

みで前 進 運 動 を行 わないものがほとんどである [ 7 2 ]。  

筆 者 が 行 っ た 馬 の 精 巣 上 体 尾 精 子 を 用 い た 実 験 で は 、 精 巣 上 体 尾 精

子 を 精 子 保 存 液 で 希 釈 し て も 前 進 運 動 を 示 す 精 子 の 割 合 は 変 化 し な い か

僅 か に 増 加 す る だ け で あ る が 、 精 漿 を 添 加 す る と 前 進 運 動 精 子 の 割 合 の 増

加 と 活 力 の 明 ら か な 上 昇 が 見 ら れ た 。 こ の こ と は 、 馬 で は 単 に 前 進 運 動 抑 制

因 子 が 射 精 の 際 に 精 漿 で 希 釈 さ れ て 精 子 の 前 進 運 動 が 活 性 化 す る だ け で

はなく、精 漿 中 の前 進 運 動 促 進 因 子 が関 わっていると考 えられる。  

精 漿 は 精 巣 上 体 、 精 管 、 お よ び 副 生 殖 腺 で あ る 精 嚢 腺 、 前 立 腺 、 尿 道

球 腺 からの分 泌 物 で構 成 さ れる。精 漿 の化 学 組 成 は動 物 種 により異 なり、そ

の 差 は 副 生 殖 腺 の 機 能 ・ 形 態 の 差 を 反 映 し て い る と 言 え る 。 精 漿 中 に は 副

生 殖 腺 由 来 の フ ル ク ト ー ス を 主 成 分 と す る 還 元 糖 を は じ め 、 有 機 酸 、 脂 質 、

ア ミ ノ 酸 、 各 種 酵 素 、 無 機 物 が 含 ま れ て い る 。 精 漿 中 の 精 子 前 進 運 動 促 進

因 子 と し て 、 K + 、 Ca 2 + 、 HCO 3 - と いっ た 無 機 物 [ 3 8 ] 、 cAMP 依 存 性 プ ロ テ イ

ンキナーゼ といった 酵 素 [ 3 8 ]、コレス テロー ルやリ ン 脂 質 と いった 脂 質 [ 3 ]、 メ チ
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オ ニ ン と い っ た ア ミ ノ 酸 [ 5 1 ] が 関 与 し て い る こ と が 牛 、 豚 、 羊 、 犬 、 ハ ム ス タ ー 、

ラ ッ ト 、 チ ン パ ン ジ ー で 報 告 さ れ て い る 。 ま た 近 年 で は 、 セ レ ニ ウ ム [ 9 ] 、

LDH[84 ] 、 ACE[5 ] 、 カ ル ニ チ ン [ 1 0 5 ] な ど が 精 子 の 前 進 運 動 の 促 進 に 関 与

して いると 報 告 さ れ て いる。 しか し、 こ う した 研 究 の 多 く は射 出 精 液 を 用 いて 実

験 が 行 われ て お り、 馬 の 精 巣 上 体 尾 部 の 貯 蔵 精 子 に 対 して 精 漿 が どの 様 な

作 用 を及 ぼすかについての研 究 は少 ない。  

そ こ で 本 研 究 で は 精 子 保 存 液 に よ り 、 精 漿 に 感 作 さ れ る 前 の 運 動 性 の 低

い精 巣 上 体 尾 精 子 を灌 流 して 採 取 したも のを 実 験 に 用 いた 。 精 漿 の 処 置 は、

馬 の 精 漿 成 分 の 抽 出 と し て 蛋 白 質 と 脂 質 成 分 の 抽 出 を 行 い 、 精 漿 を 分 子

量 で分 画 し 3 0 , 0 00～3 , 0 0 0 以 下 の精 漿 成 分 も作 製 した。これらを精 子 に添

加 し 、 馬 の 精 子 運 動 性 に 与 え る 影 響 を 考 察 す る こ と で 、 馬 の 精 子 前 進 運 動

促 進 因 子 の検 討 を行 った。  
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材 料 と 方 法  

 

1 .  供 試 動 物  

本 研 究 には年 齢 １～10 歳 (平 均 4 . 2 歳 )、体 重 120～900  k g (平 均 454 . 1  

k g )の雄 馬 16 頭 （A～P）から採 取 した精 巣 および精 巣 上 体 を供 試 した。各 供

試 馬 の 品 種 、 年 齢 およ び 体 重 は表 １ に 示 す とお りであ る。こ れ らの う ち 供 試 馬

A～C、 I、 J、N および P は使 役 目 的 を乗 用 とするため去 勢 を希 望 して来 学 し、

本 学 動 物 病 院 で 手 術 を 行 っ た も の で あ る 。 ま た 、 供 試 馬 そ の 他 の 供 試 馬 は

食 用 に と 畜 場 で と 殺 さ れ た も の で 、 そ の 際 に 精 巣 お よ び 精 巣 上 体 の 提 供 を

受 け た も の で あ る 。 供 試 馬 か ら 採 取 し た 精 巣 お よ び 精 巣 上 体 は 直 ち に 研 究

室 に 持 ち 帰 り、 後 述 する方 法 に従 って 処 理 し、 精 巣 上 体 尾 内 の 精 子 を 採 取

して実 験 に用 いた。  

また、本 研 究 に用 いた馬 精 漿 は、日 本 軽 種 馬 協 会 より供 与 されたも ので、

年 齢 ８～22 歳 (平 均 13 . 9 歳 )のサラブレッド種 種 牡 馬 15 頭 から、 2010 年 ７

月 に採 取 したもの、および年 齢 11～24 歳 （平 均 1 6 . 7 歳 ）のサラブレッド種 牡

馬 ３頭 ( S S、RD、DJ )から 2013 年 6 月 に採 取 したものである。各 馬 の精 漿 採

取 時 の精 液 性 状 は表 ２に示 したとおりである。  

 

2 .  実 験 用 ウマ精 子 の調 整  

( 1 )  スキムミルク液 の調 整  

本 研 究 で行 った精 巣 上 体 尾 の灌 流 と灌 流 液 中 の精 子 濃 度 の調 節 には、

P i c k e t t ら [ 1 , 3 3 ]が報 告 したスキムミルク－卵 黄 －グリセロール液 から、卵 黄 、

グリセロールおよび抗 生 物 質 を除 いたものを用 いた。  

実 験 に使 用 したスキムミルク液 (以 下 SM 液 )の組 成 は表 ３に示 した通 りであ

る。すなわち、SM 液 １  L 中 にドライスキムミルク (ナカライテスク、京 都 ) 5 5 . 7 5  g、
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グ ル コ ー ス ( 和 光 純 薬 工 業 、 大 阪 ) 2 7 . 6 4  g 、 ク エ ン 酸 三 ナ ト リ ウ ム 二 水 和 物

( 関 東 化 学 、 東 京 ) 0 . 3  g、 ラク ト ー ス ( 和 光 純 薬 工 業 、 大 阪 ) 1 . 5  g、 ラフィノ ー

ス (シグマアルドリッチ ) 1 . 5  g、クエン酸 カリウム (関 東 化 学 、東 京 ) 0 . 4 2  g、及 び

HEPES (同 仁 化 学 研 究 所 、熊 本 ) 7 . 1 4  g が含 まれるように蒸 留 水 を用 いて調

整 したものを SM 液 として用 いた。完 成 した SM 液 は室 温 (約 25℃ )で保 管 し、

使 用 当 日 に作 成 したものだけを用 いた。  

 

( 2 )  灌 流 方 法 と灌 流 精 子 の処 理  

精 巣 上 体 管 の 灌 流 に 先 立 ち 、 摘 出 し た 精 巣 と 精 巣 上 体 を 分 離 し 、 精 巣

上 体 体 部 の 中 央 部 を 結 紮 し た 後 、 精 管 の 結 紮 部 を 切 断 し 、 断 端 か ら 精 巣

上 体 側 に 灌 流 針 ( 2 0  Ｇ の 注 射 針 の 先 端 を 鈍 性 に し た も の ) を 挿 入 し 、 抜 け

落 ち な い よ う に 固 定 し た 。 次 い で 、 精 巣 上 体 尾 部 の 精 巣 上 体 管 を 覆 う 鞘 膜

臓 側 板 を 剥 離 後 、 結 合 組 織 を 剥 離 し な が ら 精 巣 上 体 体 部 と 尾 部 の 移 行 部

の精 巣 上 体 管 を単 離 後 切 断 した。次 いで灌 流 針 より SM 液 20  m l を用 いて

上 行 性 に灌 流 し、精 子 を含 む灌 流 液 を 50  m l ファルコンチューブ  (日 本 ベク

トン・ディッキンソン、東 京 )に回 収 し、後 述 する検 査 を行 うま で室 温 (約 25℃ )

で保 管 した。  

 

3 .  灌 流 精 子 の性 状 検 査  

灌 流 し た 精 子 は 回 収 直 後 に 色 調 、 臭 気 等 の 肉 眼 検 査 と 顕 微 鏡 検 査 に

供 した。 採 取 直 後 の 検 査 では、灌 流 精 子 の 精 子 濃 度 を 計 数 し、 SM 液 で希

釈 す る こ と で 精 子 濃 度 を 一 定 に し た 。 こ の 希 釈 精 子 を 用 い て 、 精 子 活 力 及

び 精 子 生 存 率 に つ い て の 検 査 を 行 っ た 。 な お 、 精 子 濃 度 の 検 査 は 分 取 し た

検 体 について室 温 で実 施 したが、活 力 と生 存 性 に関 しては検 体 を 37℃の恒

温 槽 中 で温 めてから実 施 した。  
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精 子 濃 度 は 血 小 板 数 算 定 用 デ ィ ス ポ ー ザ ブ ル 血 液 希 釈 用 ピ ペ ッ ト ( ユ ノ

ペット 585 5、日 本 ベクトン・ディッキンソン、東 京 )を用 いて精 液 を 100 倍 希 釈

した後 、トーマ式 血 球 計 算 盤 ( E lma 社 )を用 いて顕 微 鏡 下 で計 数 し算 出 した。

これにより算 出 された精 子 濃 度 が、２×10 8 /m l になるように SM 液 で希 釈 した

も の を 実 験 に 使 用 した 。 た だ し、 灌 流 直 後 の 精 子 濃 度 が ２ ×10 8 /m l を 下 回

るものについては、希 釈 せずにそのまま実 験 に供 した。  

精 子 活 力 は 37℃の保 温 板 で保 温 した 0 . 6  m l マイクロチューブ (Mo l e cu l a r  

B i o  P r o du c t  USA )中 で、希 釈 精 子 100  μ l と 37℃に加 温 した SM 液 1 00  μ

l をよく撹 拌 し、 37℃の温 湯 で 40 秒 間 加 温 したものを材 料 とし、農 研 式 精 液

性 状 検 査 板 ( 富 士 平 工 業 ) を 用 いて 行 っ た。 精 子 の 運 動 性 を 顕 微 鏡 下 で 観

察 し 、 運 動 性 の な い も の ( － ) か ら 最 も 活 発 な 前 進 運 動 を 行 う も の ( + + + ) ま で を

５ 段 階 に 分 け て 評 価 し 、 前 進 運 動 精 子 率 お よ び ++ 以 上 の 活 力 を 示 す 精 子

の割 合 （活 発 運 動 精 子 率 ）を求 めた。  

精 子 生 存 率 は、37 ℃の恒 温 槽 で温 めた１％エオジン液 と 希 釈 精 子 を 等 量

混 合 し た も の を 塗 抹 し て 行 う 生 死 鑑 別 染 色 法 を 実 施 し 、 エ オ ジ ン に 不 染 の

精 子 の 割 合 を 計 数 し て 求 め た 。 な お 、 エ オ ジ ン 液 は 、 ク エ ン 酸 三 ナ ト リ ウ ム 二

水 和 物 (関 東 化 学 、東 京 )の 2 . 9％水 溶 液 を溶 媒 として、エオジン Y (関 東 化

学 、東 京 )の１％溶 液 を作 製 して使 用 した。  

 

4 .  精 漿 の処 理  

精 漿 の 処 理 は 、 馬 の 精 漿 成 分 の 抽 出 を 目 的 に 行 っ た 。 つ ま り 、 供 試 し た

15 頭 分 の馬 精 漿 を全 て混 和 した後 に-20℃に保 管 してあったものを融 解 して

室 温 に戻 し、1 . 5  m l マイクロチューブ（Mo l e cu l a r   B i o   P r o du c t s  USA） に

分 注 し た 。 こ れ を 16 , 0 00 × ｇ で 30 分 間 遠 心 し 、 上 澄 み 部 分 を 馬 全 精 漿

（ ho r s e  who l e  s em i n a l  p l a sma :  HWsp ） と し 、 再 度 凍 結 保 存 し た 。 ま た 、
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HWsp を使 用 する際 には、室 温 で自 然 融 解 してから使 用 した。  

( 1 )  馬 の精 漿 蛋 白 質 画 分 および除 蛋 白 質 画 分 の作 製  

蓋 付 き試 験 管 に HWsp  １  m l と-20℃に冷 却 したアセトン (関 東 化 学 東 京 )

４  m l を 加 え、10 分 間 撹 拌 した。 試 験 管 を -80 ℃ で１ 時 間 静 置 後 に 再 度 撹

拌 し、 1 . 5  m l マイクロチューブに 1 . 2 5  m l ずつ採 取 して 1 , 6 32×ｇで 10 分 間

遠 心 した。 上 澄 み ( 除 蛋 白 精 漿 とアセトン の混 合 物 ) をそれぞ れ マイク ロチ ュー

ブ に 採 取 し 、 陰 圧 を か け て 一 晩 ア セ ト ン を 揮 発 さ せ た 。 そ の 後 、 残 余 の 液 状

部 分 も 凍 結 乾 燥 装 置 （ NEOCOOL ヤ マ ト 株 式 会 社 ） で 凍 結 乾 燥 さ せ 、 こ れ

に蒸 留 水  0 . 2 5  m l を加 えて 20 分 間 撹 拌 したものを蛋 白 除 去 精 漿 ( p r o t e i n  

f r e e  s em i n a l  p l a sma :  P rF sp )とした。一 方 、析 出 した蛋 白 は P rF sp と同 様 に

アセトンを揮 発 させた後 、SM 液 を 0 . 2 5  m l 添 加 後  2 0 分 撹 拌 して溶 解 させた

ものを精 漿 蛋 白 画 分 ( p r o t e i n  f r a c t i o n  o f  s em i n a l  p l a sma :  P r s p )とした。な

お、P rF sp は実 験 に使 用 するまで-20℃で凍 結 保 存 し、P r s p は析 出 した蛋 白

か らア セト ン を 揮 発 さ せ た も の を -20 ℃ で 保 存 し、 実 験 に 使 用 す る 際 に 前 述 の

溶 解 操 作 を行 った。  

( 2 )  馬 精 漿 の限 外 濾 過 処 理 画 分 の作 製  

限 外 濾 過 操 作 に 先 立 ち 、 精 漿 の 超 遠 心 処 理 を 行 っ た 。 精 漿 は -20 ℃ に

凍 結 保 存 しておいた供 試 馬 15 頭 の混 合 精 漿 を融 解 して用 いた。超 遠 心 に

は BECKMAN 社 製 多 機 能 型 超 遠 心 機 (Op t im a  LE-80K ) に ロ ー タ ー

SW28 (BECKMAN )を組 み合 わせたものに、精 漿 を入 れた超 遠 心 用 40  m l 専

用 チューブ（40PC チューブ）をセットして、 100 , 0 00×ｇで 90 分 間 遠 心 した。

遠 心 終 了 後 、 上 清 部 分 を 回 収 し 、 超 遠 心 処 理 精 漿 ( u l t r a  c e n t r i f u g ed  

s em i n a l  p l a sma :  UCsp )として-20℃で凍 結 保 存 した。  

精 漿 の限 外 濾 過 には、分 子 量 30 , 0 0 0 以 下 の成 分 を濾 過 できる Am i con  

U l t r a - 0 . 5  mL  遠 心 式 フ ィ ル タ ー （ Mi l l i p o r e ） を 用 い た 。 サ ン プ ル で あ る 融 解
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した UCsp  0 . 5  m l を専 用 バイアルに取 り付 けたサンプルレシ ーバーに入 れ、

14 , 0 00×ｇで 12 分 間 遠 心 し、管 底 に濾 過 された分 子 量 30 , 0 00 以 下 の低 分

子 領 域 を低 分 子 精 漿 ( l ow  mo l e cu l a r  s em i n a l  p l a sma :  Lmsp )とした。その後 、

新 た な バ イ ア ル に サ ン プ ル レ シ ー バ ー を 逆 さ に 取 り 付 け て 、 1 , 0 00 × ｇ で３ 分 間

遠 心 し て 分 子 量 3 0 , 0 00 以 上 の 高 分 子 領 域 を 回 収 し 、 高 分 子 精 漿 ( h i g h  

mo l e cu l a r  s em i n a l  p l a sma :  Hmsp )として用 いた。これら Lmsp および Hmsp

は 0 . 6  m l  マイクロチューブに-20℃で保 管 し、使 用 する際 はそれぞれを 37 ℃

の恒 温 槽 で温 度 を一 定 にしてから使 用 した。  

また、３頭 の精 漿 提 供 馬 SS、RD、DJ については、分 子 量 10 , 0 00 以 下 の

成 分 を 濾 過 で き る Am i con  U l t r a - 4m l  1 0K-d ev i c e (M i l l i p o r e ) と 分 子 量

3 , 0 00 以 下 の成 分 を濾 過 できる Am i c on  U l t r a - 4m l  3K-d ev i c e (M i l l i p o r e )

を 用 い て 、 よ り 低 分 子 の も の だ け が 含 ま れ る 精 漿 分 画 を 作 製 し た 。 こ れ ら は い

ずれも 4 , 0 00×ｇで 3K-d ev i c e は 30 分 間 、10K-d ev i c e は 20 分 間 遠 心 して、

管 底 に 回 収 さ れ た も の を 分 子 量 3 , 0 00 以 下 の 画 分 （ ≦ 3K ） と 、 分 子 量

10 , 0 00 以 下 の画 分 （≦10K）とした。  

( 3 )  馬 の精 漿 脂 質 画 分 および除 脂 質 画 分 の作 製  

蓋 付 き試 験 管 に入 れた HWsp  １  m l にジエチルエーテル  ４  m l を加 えて

混 和 し、20 分 撹 拌 後 、４℃、1 , 6 32×ｇで 50 分 間 遠 心 してから冷 蔵 庫 に４時

間 静 置 し た 。 さ らに ４ ℃ 、 1 , 6 3 2 × ｇ で 20 分 間 遠 心 し、 試 験 管 内 で ２ 層 に 分

離 した う ち の 下 層 部 分 を キャピ ラー レで採 取 し、1 . 5  m l マイク ロチ ュー ブ に 入

れ て 蓋 を 開 けた ま ま 陰 圧 を か けて 一 晩 エー テ ルを 揮 発 さ せ た。 こ の エー テ ルを

揮 発 させた液 状 成 分 に、１  m l の SM 液 を加 えて溶 解 させたものを、脂 質 除

去 精 漿  ( f a t  f r e e  s em i n a l  p l a sma :  FFs p )とした。上 層 のエーテル層 は-80℃

で 管 壁 に 付 着 す る 水 分 を 凍 結 さ せ た 後 に デ カ ン ト で 小 試 験 管 に 採 取 し 、 窒

素 ガスをかけながら 50℃で乾 固 させた。この乾 固 物 に SM 液  １  m l を加 えて
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2 0 分 間 撹 拌 し て 溶 解 さ せ た も の を 、 精 漿 内 脂 質 画 分 ( f a t  f r a c t i o n  o f  

s em i n a l  p l a sma :  F s p )とした。また、それぞれに SM 液 を加 えていない状 態 で

密 閉 して  - 2 0℃で保 存 し、使 用 する前 に室 温 で溶 解 したのち SM 液 を加 え、

37℃の恒 温 槽 で温 度 を一 定 にしてから使 用 した。  

( 4 )  精 漿 のプロテアーゼ処 理 試 料 の作 製  

本 操 作 には、次 の 3 つの試 薬 を用 いた。  

① ト リ ス /HC l 緩 衝 液 ： ト リ ス ヒ ド ロ キ シ メ チ ル ア ミ ノ メ タ ン （ 和 光 純 薬 工 業 ）

0 . 2 42  g、塩 化 ナトリウム（関 東 化 学 、東 京 ）0 . 8 5  g を蒸 留 水 に溶 かし、塩

酸 （関 東 化 学 、東 京 ）で pH  7 . 5 に調 整 後 、100  m l とした。  

②プロテ イナーゼ K 液 ：プロテ イナーゼ K（関 東 化 学 、東 京 ） 5  μ l とト リス

/HC l 緩 衝 液 495  μ l を混 和 し、10 0 倍 希 釈 液 を作 製 した。  

③ペファブロック SC 液 ：プロテアーゼインヒビターであるペファブロック SC（メ

ルク）0 . 0 0 48  g をトリス/HC l 緩 衝 液 1  m l で溶 解 し 20  mM 溶 液 を作 製 し

た。  

室 温 で融 解 した HWsp  1  m l をトリス/HC l 緩 衝 液 1  m l と混 和 し、プロテイ

ナーゼ K 液 20  μ l を添 加 して攪 拌 後 、室 温 で一 晩 放 置 して反 応 させた。そ

の後 ペファブロック SC 液 20  μ l を添 加 し、20 分 間 放 置 して反 応 を停 止 させ、

プロテアーゼ処 理 試 料 （p r o t e a s e  t r e a tmen t  s em i n a l  p l a sma :  PTsp）とした。

プロテアーゼ処 理 試 料 の陽 性 コントロールとして、プロテイナーゼ K 液 20  μ l

とペファブロック SC 液 20  μ l をあらかじめ混 和 し、20 分 間 放 置 したものを、

HWsp  1  m l と緩 衝 液 1  m l に添 加 したものを作 製 した。なお、この処 理 は３頭

の精 漿 提 供 馬 SS、RD、DJ について実 施 した。  

( 5 )  精 漿 の加 熱 処 理 試 料 の作 製  

凍 結 保 存 していた HWsp を室 温 で融 解 したものを 15  m l ファルコンチュー

ブに入 れ、 70℃の恒 温 槽 で 1 時 間 加 熱 し、加 熱 処 理 試 料 （he a t  t r e a tmen t  
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s em i n a l  p l a sma :  HTsp）とした。なお、この処 理 は３頭 の精 漿 提 供 馬 SS、RD、

DJ について実 施 した。  

 

5 .  精 漿 添 加 実 験  

本 研 究 では、前 述 の供 試 馬 ８頭 の 希 釈 精 子 に 、前 項 ４に 記 述 した 馬 の 各

種 精 漿 成 分 、 あ るい は異 な る 動 物 の 精 漿 を 添 加 して 、 精 子 運 動 性 の 変 化 を

観 察 し た 。 試 験 操 作 は 添 加 す る サ ン プ ル の 違 い を 除 け ば 同 一 で 、 37 ℃ の 保

温 板 で保 温 した  0 . 6  m l  マイクロチューブ (Mo l e cu l a r  B i o  P r o du c t  USA )に

希 釈 精 子 を 100  μ l  分 注 し、そこに 37℃に加 温 しておいた各 種 精 漿 成 分

および各 種 動 物 の精 漿 をそれぞれ 10 0  μ l 加 え、よく撹 拌 後 、40 秒 間 37℃

の 温 湯 で 加 温 し て か ら 、 精 子 活 力 検 査 を 実 施 し た 。 な お 、 こ の 検 査 は 二 重

盲 検 法 で 実 施 し 、 サ ン プ ル を 取 り 扱 う も の と 観 察 者 の 思 い こ み が 結 果 に 反 映

さ れ な い よ う に 努 め た 。 こ れ ら 各 々 の 精 子 活 力 検 査 の 結 果 か ら 、 + 以 上 の 活

力 を 示 す 前 進 運 動 精 子 率 、 お よ び ++ 以 上 の 活 力 を 示 す 精 子 の 割 合 （ 活 発

運 動 精 子 率 ）を算 出 した。  

本 実 験 は 、 馬 精 子 の 運 動 性 に 対 す る 各 種 馬 精 漿 成 分 添 加 の 効 果 を 検

討 するため、陰 性 コントロール ( n e g a t i v e  c o n t r o l :  N con t )として SM 液 の添 加 、

また陽 性 コントロール ( p o s i t i v e  c o n t r o l :  P c on t )として HWsp を添 加 したものを

用 い、馬 精 子 の運 動 性 を比 較 した。  

( 1 )  馬 精 子 の運 動 性 に対 する精 漿 蛋 白 成 分 の影 響  

本 試 験 ではアセトンにより精 漿 蛋 白 を除 去 した精 漿 P rFs p およびアセトン

によって析 出 させた精 漿 蛋 白 質 画 分 P r s p を添 加 する区 を設 けた。また、アセ

ト ン で 析 出 さ せ た 蛋 白 質 は 変 性 し 機 能 を 失 っ て い る 可 能 性 も 考 え ら れ た た め 、

精 漿 を 限 外 濾 過 処 理 し て 得 ら れ た 分 子 量 30 , 0 00 以 下 の 蛋 白 質 を 含 む

Lmsp と分 子 量 30 , 0 00 以 上 の蛋 白 質 を含 む Hmsp を添 加 する区 も設 けて、
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各 成 分 添 加 後 の 精 子 運 動 性 の 観 察 を 行 っ た 。 さ ら に 、 ３ 頭 の 精 漿 提 供 馬

SS、RD、DJ に関 しては分 子 量 3 , 0 00 以 下 の画 分 （≦3K）と、分 子 量 10 , 0 00

以 下 の画 分 （≦10K）を添 加 する試 験 を追 加 して行 った。  

( 2 )  馬 精 子 の運 動 性 に対 する精 漿 脂 質 成 分 の影 響  

本 試 験 で は ジ エ チ ル エ ー テ ル で 脱 脂 し た 馬 精 漿 ( FFsp ) お よ び ジ エ チ ル エ

ー テ ル で 抽 出 し た 精 漿 脂 質 画 分 ( F s p ) を 添 加 す る 区 を 設 け 、 精 子 の 運 動 性

の変 化 を検 討 した。  

( 3 )  馬 精 子 の運 動 性 に対 するプロテアーゼ処 理 精 漿 の影 響  

本 試 験 では SM 液 を添 加 したものを陰 性 コントロール（Ncon t）とし、陽 性 コ

ントロール（Pcon t）にはプロテイナーゼ K 液 とその阻 害 剤 であるペファブロック

SC 液 をあらかじめ混 和 したものを HWsp に添 加 したものを用 い、プロテアーゼ

処 理 精 漿 PTsp 添 加 による精 子 の運 動 性 の変 化 を検 討 した。  

( 4 )  馬 精 子 の運 動 性 に対 する加 熱 精 漿 の影 響  

本 試 験 では SM 液 を添 加 したものを陰 性 コントロール（Ncon t）、HWsp を添

加 したものを陽 性 コントロール（Pcon t）とし、精 漿 HTsp 添 加 による精 子 の運

動 性 の変 化 を検 討 した。  
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結   果  

 

1 .  実 験 に用 いた精 巣 上 体 尾 灌 流 精 子 の性 状  

実 験 に 用 い た 灌 流 精 子 の 濃 度 、 生 存 率 お よ び 精 子 活 力 ++ 以 上 の 運 動

性 を示 す精 子 の割 合 (活 発 精 子 運 動 率 )を表 ４に示 した。  

希 釈 精 子 濃 度 は、SM 液 によりおよそ２×10 8 /m l に調 整 して実 験 に供 した

が、供 試 馬 F では灌 流 時 の濃 度 が２×10 8 /m l に達 しなかったため、灌 流 で

得 ら れ た 濃 度 ( 0 . 5 3 ～ 1 . 2 5 × 10 8 /m l ) の ま ま 実 験 に 使 用 し た 。 精 子 生 存 率 は

80％を上 回 るものが多 かったが、供 試 馬 B、E、G では 80％を下 回 りやや低 い

値 で あ っ た 。 本 実 験 で 精 子 運 動 亢 進 の 判 定 に 用 い た 活 発 運 動 精 子 率 は 、

無 処 置 の状 態 で５％～50％と開 きが大 きく、とくに供 試 馬 D では 50％と他 に

比 べ て 極 め て 高 い 値 と な っ た 。 こ の た め 、 活 発 運 動 精 子 率 に つ い て 有 意 水

準 １％の棄 却 検 定 を行 ったところ、供 試 馬 D のみ棄 却 されたため、後 述 する

実 験 結 果 は供 試 馬 D のデータを除 外 して取 り纏 めたものである。なお、本 実

験 では SM 液 で希 釈 して得 られた活 発 精 子 運 動 率 を陰 性 対 照 (N co n t )とし

て取 り扱 った。  

 

2 .  馬 精 子 の運 動 性 に対 する処 理 精 漿 添 加 の影 響  

各 供 試 馬 の 精 子 に 馬 全 精 漿 (HWsp ) を 添 加 し た と き の 活 発 運 動 精 子 率

の変 化 について表 ５には個 別 に、また図 １には全 例 の平 均 値 (平 均 ±標 準 偏

差 )で示 した。  

供 試 馬 C を除 く 6 頭 では、HWsp 添 加 後 の活 発 運 動 精 子 率 は増 加 し、

その幅 は 10～80％とばらつきが大 きかった。また、供 試 馬 C では変 化 が見 ら

れず、活 発 運 動 精 子 率 は 10％のままであった。全 頭 の平 均 で見 ると 活 発 運

動 精 子 率 は 無 処 置 で 11 . 4 ± 6 . 3 ％ で あ っ た も の が 、 HWsp 添 加 後 5 1 . 4 ±
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2 5 . 9 ％ に 増 加 し 、 両 者 に は 統 計 上 有 意 な 差 が 認 め ら れ た ( p < 0 . 0 1 ) 。 な お 、

本 実 験 では HWsp を添 加 して得 られた活 発 精 子 運 動 率 を陽 性 対 照 ( P con t )

として取 り扱 った。  

( 1 )  馬 精 子 の運 動 性 に対 する精 漿 蛋 白 成 分 の影 響  

1 )  馬 精 漿 蛋 白 画 分 ( P r s p )および馬 精 漿 除 蛋 白 画 分 ( P rF s p )の添 加  

ア セ ト ン で 析 出 さ せ た 精 漿 蛋 白 画 分 ( P r s p ) と 同 時 に 得 ら れ た 除 蛋 白 精 漿

( P rF sp ) を 添 加 し た と き の 活 発 運 動 精 子 率 の 変 化 に つ い て 表 ６ に は 供 試 馬

ごとに、また図 ２には全 例 の平 均 値 (平 均 ±標 準 偏 差 )で示 した。  

P r s p 添 加 後 の活 発 運 動 精 子 率 は、増 加 したもの、減 少 したものおよび変

化 がなかったものに分 けられた。活 発 運 動 精 子 率 の増 加 は供 試 馬 7 頭 中 ４

頭 に見 られ (A、B、F および H)、その増 加 幅 は 15～30％であった。また、減 少

したものは供 試 馬 C および E の２頭 で、減 少 幅 は 5～10％であった。なお、 供

試 馬 G では変 化 が見 られず、活 発 運 動 精 子 率 は 20％のままであった。  

一 方 、 精 漿 除 蛋 白 画 分 ( P rF s p ) を 添 加 し た 際 の 活 発 運 動 精 子 率 も 増 加

し た も の 、 減 少 し た も の お よ び 変 化 が な か っ た も の に 分 け られ た 。 増 加 し た も の

は供 試 馬 ７頭 中 ２頭 (G および H)、また減 少 したものも２頭 (C および E )であり、

その変 化 の幅 は小 さく 5～10％であった。なお、供 試 馬 A、B および F では変

化 が見 られなかった。  

全 頭 の 平 均 値 で 比 較 す る と 、 P rF sp で は 活 発 運 動 精 子 率 に 変 化 は 見 ら

れず Ncon t とほぼ同 じ 12 . 1±9 . 1％であったが、P r s p 添 加 では活 発 運 動 精

子 率 の増 加 傾 向 が見 られ 21 . 4±12 . 5％となったが、Pcon t に比 べ増 加 幅 が

小 さく、Ncon t との間 にも統 計 的 な差 は認 められなかった。  

2 )  馬 精 漿 の限 外 濾 過 処 理 画 分 の添 加  

ア セ ト ン に よ る 精 漿 蛋 白 質 の 抽 出 法 で は 、 蛋 白 質 の 変 性 が 起 こ る こ と か ら 、

変 性 が 起 こ ら な い 限 外 濾 過 に よ り 、 蛋 白 質 を 含 む 精 漿 を 分 子 量 で 分 け た も
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のを添 加 した。  

低 分 子 精 漿 ( Lmsp ) と 高 分 子 精 漿 (Hmsp ) を 添 加 し た と き の 活 発 運 動 精

子 率 に つ い て 表 ７ に は 供 試 馬 ご と に 、 ま た 図 ３ に は 全 例 の 平 均 値 ( 平 均 ± 標

準 偏 差 )で示 した。  

Lm sp 添 加 後 の 活 発 運 動 精 子 率 は 全 て の 供 試 馬 で 増 加 し た 。 最 も 活 発

運 動 精 子 率 が向 上 したのは供 試 馬 A で、活 発 運 動 精 子 率 が 80％と Ncon t

と比 較 して 16 倍 にまで増 加 した。逆 に最 も活 発 運 動 精 子 率 の向 上 が低 かっ

たのは供 試 馬 E で、活 発 運 動 精 子 率 が 25％と Ncon t と比 較 して 1 . 2 5 倍 の

値 であった。  

一 方 、 Hmsp 添 加 後 の 活 発 運 動 精 子 率 は 増 加 した も の 、 減 少 した も の お

よ び 変 化 が な か っ た も の に 分 け ら れ た 。 活 発 運 動 精 子 率 の 増 加 は 供 試 馬 ７

頭 中 ４頭 に見 られ ( A ,B ,F および H)で、その増 加 幅 は 5～55％であった。また、

減 少 したものは供 試 馬 E および G の２頭 で、減 少 幅 は 5 および 20％であった。

なお、供 試 馬 C では変 化 がなく、活 発 運 動 精 子 率 は 10％であった。  

全 頭 の平 均 値 で比 較 すると、Lmsp 添 加 では 51 . 4±19 . 1％と Pcon t と同

様 の 亢 進 が 見 ら れ 、 Ncon t の 11 . 4 ％ と の 間 に も 統 計 的 な 差 が 認 め ら れ た

( p < 0 . 0 1 )。  

ま た 、 Hmsp 添 加 で は 活 発 運 動 精 子 率 の 増 加 傾 向 が 見 ら れ 24 . 3 ±

20 . 5％となったがばらつきが大 きく Ncon t との間 に統 計 的 な差 は認 められなか

った。  

 

( 2 )  馬 の精 漿 脂 質 画 分 ( F s p )および除 脂 質 画 分 ( FF sp )の影 響  

精 漿 脂 質 画 分 ( F s p ) と 精 漿 除 脂 質 画 分 ( FF sp ) を 添 加 し た と き の 活 発 運

動 精 子 率 の 変 化 に つ い て 表 ８ に は 供 試 馬 ご と に 、 ま た 図 ４ に は 全 例 の 平 均

値 (平 均 ±標 準 偏 差 )で示 した。  
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F s p 添 加 後 の活 発 運 動 精 子 率 は増 加 したもの、減 少 したものおよび変 化

がなかった ものに分 けられた。 活 発 運 動 精 子 率 の 増 加 は供 試 馬 F の１ 頭 の

み でみ られ 、 活 発 運 動 精 子 率 は３ 倍 の 30 ％ に 向 上 した 。 ま た 、 減 少 した もの

は供 試 馬 A,E および H の３頭 で、減 少 幅 は全 例 とも小 さく５％であった。なお、

供 試 馬 B ,C および G では変 化 がみられなかった。  

一 方 、 FFsp 添 加 後 の 活 発 運 動 精 子 率 は 供 試 馬 E を 除 い て 増 加 し 、

Ncon t と比 較 して 1 . 5～８倍 にあたる 15～55％にまで増 加 した。供 試 馬 E は

活 発 運 動 精 子 率 が 20％と Ncon t と変 化 しなかった。  

全 頭 の平 均 値 で比 較 すると、Fsp 添 加 では Ncon t とほぼ同 様 の 12 . 1±

10 . 4％であったが、FFsp 添 加 では Pcon t に比 べ低 いものの 31 . 4±13 . 8％ま

で活 発 運 動 精 子 率 の増 加 が見 られ、Ncon t との間 に統 計 的 な差 が認 められ

た  ( p < 0 . 0 5 )  。  

 

以 上 の結 果 から、精 子 前 進 運 動 促 進 因 子 は分 子 量 30 , 0 00 以 下 の蛋 白

質 で あ る 可 能 性 が 示 さ れ た た め 、 よ り 低 分 子 の 分 画 に つ い て 試 験 を す る と 共

に 、 精 子 前 進 運 動 促 進 因 子 が 蛋 白 質 で あ る こ と を 確 か め る た め に ３ 頭 の 精

漿 を用 いて追 加 実 験 を実 施 した。  

( 3 )  馬 精 漿 の限 外 濾 過 処 理 画 分 (≦10K および≦3K )添 加 の影 響  

1 )  精 子 提 供 馬 I～P の陰 性 および陽 性 コントロールに対 する反 応  

全 精 漿 （ H Wsp ） を 添 加 し た と き の 活 発 運 動 精 子 率 に つ い て 表 ９ に は 精 子

提 供 馬 ご と に 、 ま た 図 ５ に は 精 子 提 供 馬 全 例 の 平 均 値 （ 平 均 ± 標 準 偏 差 ）

で示 した。  

精 子 提 供 馬 の精 子 懸 濁 液 に、精 漿 提 供 馬 の HWsp を添 加 した時 の活 発

運 動 精 子 率 は全 てで増 加 し、その増 加 幅 は馬 SS で 30～60％、馬 RD で 30

～60％、馬 DJ で 20～70％であった。  
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これらの活 発 運 動 精 子 率 の平 均 を見 ると、馬 SS は 53 . 8±9 . 9％、馬 RD

は 5 3 . 8±11 . 1％、馬 DJ は 55 . 0±16 . 6％であり、精 漿 提 供 馬 ３頭 の間 で有

意 差 は 認 め ら れ な か っ た 。 よ っ て 精 漿 提 供 馬 ３ 頭 の 平 均 値 で 比 較 す る と 、 活

発 運 動 精 子 率 は無 処 置 で 9 . 4±12 . 9％だったものが HWsp 添 加 後 5 4 . 2±

10 . 0％に増 加 し、両 者 には有 意 な差 が認 められた ( p＜0 . 0 1 )。  

２）馬 精 漿 の限 外 濾 過 処 理 画 分 の添 加  

精 漿 の分 子 量 1 0 , 0 00 以 下 の画 分 (≦10K )を添 加 したときの活 発 運 動 精

子 率 に つ いて 表 10 には精 子 提 供 馬 ごとに、ま た図 ６ には精 子 提 供 馬 全 例

の平 均 値 (平 均 値 ±標 準 偏 差 )で示 した。  

精 子 提 供 馬 の精 子 懸 濁 液 に、精 漿 提 供 馬 の≦1 0K を添 加 した時 の活 発

運 動 精 子 率 は馬 SS と馬 RD では全 てで増 加 し、その増 加 幅 は馬 SS で 5～

50％、馬 RD で 10～60％であった。馬 DJ は精 子 提 供 馬 8 頭 中 7 頭 で増 加

し、その増 加 幅 は 15～50％であった。  

これらの活 発 運 動 精 子 率 の平 均 を見 ると、馬 SS は 31 . 9±14 . 1％、馬 RD

は 4 4 . 4±12 . 1％、馬 DJ は 37 . 5±13 . 1％であり、精 漿 提 供 馬 ３頭 の間 で有

意 差 は 認 め ら れ な か っ た 。 よ っ て 精 漿 提 供 馬 ３ 頭 の 平 均 値 で 比 較 す る と 、 活

発 運 動 精 子 率 は無 処 置 で 9 . 4±12 . 9％だったものが≦10K 添 加 後 3 7 . 9±

13 . 1％に増 加 し、両 者 には有 意 な差 が認 められた ( p < 0 . 0 1 )。  

精 漿 の分 子 量 3 , 0 0 0 以 下 の画 分 (≦3K )を添 加 したときの活 発 運 動 精 子

率 に つ い て 表 11 に は 精 子 提 供 馬 ご と に 、 ま た 図 ７ に は 精 子 提 供 馬 全 例 の

平 均 値 (平 均 値 ±標 準 偏 差 )で示 した。  

精 子 提 供 馬 の 精 子 懸 濁 液 に 、 精 漿 提 供 馬 の ≦ 3K を 添 加 した 時 の 活 発

運 動 精 子 率 は馬 RD では全 てで増 加 し、その増 加 幅 は 20～50％であった。

一 方 、馬 SS と馬 DJ は精 子 提 供 馬 8 頭 中 7 頭 で増 加 し、その増 加 幅 は馬

SS が 5～50％、馬 DJ が 20～60％であった。  
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これらの活 発 運 動 精 子 率 の平 均 を見 ると、馬 SS は 28 . 8±15 . 2％、馬 RD

は 4 3 . 8±15 . 2％、馬 DJ は 39 . 4±14 . 2％であり、精 漿 提 供 馬 ３頭 の間 で有

意 差 は 認 め ら れ な か っ た 。 よ っ て 精 漿 提 供 馬 ３ 頭 の 平 均 値 で 比 較 す る と 、 活

発 運 動 精 子 率 は無 処 置 で 9 . 4±12 . 9％だったものが≦3K 添 加 後 は 37 . 3±

12 . 4％に増 加 し、両 者 には有 意 な差 が認 められた ( p < 0 . 0 1 )。  

 ( 4 )  馬 全 精 漿 のプロテアーゼ処 理 試 料 の影 響  

馬 全 精 漿 の プ ロ テ ア ー ゼ 処 理 試 料 ( PTs p ) を 添 加 し た と き の 活 発 運 動 精

子 率 について表 12 には精 子 提 供 馬 ごとに、また図 ８には全 例 の平 均 値 (平

均 値 ± 標 準 偏 差 ) で 示 し た 。 な お プ ロ テ ア ー ゼ を 予 め 阻 害 剤 で 処 理 し て か ら

馬 全 精 漿 に添 加 したものを陽 性 対 照 ( P con t )とした。  

精 子 提 供 馬 ごとに PTsp 添 加 成 績 を見 ると、PTsp 添 加 後 の活 発 運 動 精

子 率 は精 子 提 供 馬 8 頭 中 5 頭 で増 加 が見 られ、その増 加 幅 は 5 . 0～33 . 3％

であった。  

全 頭 の平 均 値 で比 較 すると、Ncon t9 . 4±12 . 9％に比 べ 14 . 6±11 . 4 と増

加 は見 られたが有 意 なものではなかった。しかし、Pcon t では 40 . 0±4 . 7 の増

加 が見 られ、この増 加 は Ncon t および PTsp 添 加 との間 に有 意 なものであっ

た ( p < 0 . 0 1 ) 。 従 っ て 、 精 漿 を プ ロ テ ア ー ゼ で 処 理 す る と 、 精 子 前 進 運 動 促 進

因 子 が失 活 することが明 らかになった。  

 

( 5 )  馬 全 精 漿 の加 熱 処 理 試 料 の添 加  

添 加 実 験 を 行 う に あ た っ て 凍 結 保 存 し て い た 試 料 を 37 ℃ で 融 解 し た が 、

そ の 際 の 加 温 に よ り 目 的 の 物 質 が 失 活 す る 可 能 性 が 考 え ら れ る た め 、 HWsp

を加 熱 処 理 した試 料 を用 いて添 加 実 験 を行 った。  

馬 全 精 漿 の 加 熱 処 理 試 料 (HTs p ) を 添 加 し た と き の 活 発 運 動 精 子 率 に

ついて表 13 には精 子 提 供 馬 ごとに、また図 ９には全 例 の平 均 値 (平 均 値 ±
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標 準 偏 差 )で示 した。なお HWsp を添 加 したときの結 果 を陽 性 対 照 ( P con t )と

した。  

精 子 提 供 馬 ごとに HTsp 添 加 成 績 を見 ると、HTsp 添 加 後 の活 発 運 動 精

子 率 は精 子 提 供 馬 8 頭 中 6 頭 で増 加 が見 られ、その増 加 幅 は 13 . 3～70％

であった。  

全 頭 の平 均 値 で比 較 すると、Ncon t9 . 4±12 . 9％に比 べ、3 7 . 9±2 0 . 5 と増

加 が見 られ、Ncon t に比 べ有 意 な差 が認 められた ( p < 0 . 0 1 )。  
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考   察  

 

本 研 究 では、分 子 量 30 , 0 0 0 以 下 の精 漿 成 分 ( p < 0 . 0 1 )および脱 脂 精 漿

( p < 0 . 0 5 ) の 添 加 に よ り 精 子 運 動 性 に 有 意 な 差 が 得 ら れ た 。 ま ず 、 分 子 量

30 , 0 00 以 下 の精 漿 成 分 の添 加 で運 動 性 に有 意 な差 が出 たことから、脂 質 、

糖 、蛋 白 質 および無 機 物 な どの分 子 量 30 , 0 0 0 以 下 の物 質 が、馬 の精 子 運

動 性 を活 性 化 させ ていると考 えられた。ここで除 蛋 白 精 漿 お よび精 漿 脂 質 画

分 の 添 加 で 、 精 子 運 動 性 が 向 上 し な か っ た こ と か ら 、 そ れ ぞ れ 無 機 物 お よ び

脂 質 が 馬 の 精 子 前 進 運 動 促 進 因 子 か ら 除 外 さ れ る 。 こ れ に 加 え 、 脱 脂 精

漿 画 分 で 精 子 運 動 性 上 昇 に 有 意 な 差 が 得 ら れ た こ と か ら 、 蛋 白 質 が 精 子

運 動 促 進 因 子 として強 く疑 われた。  

 一 方 、 本 実 験 結 果 で馬 精 漿 蛋 白 画 分 の 添 加 に お いて 、 精 子 運 動 性 の

向 上 が 認 め ら れ な か っ た が 、 こ れ は 蛋 白 質 の 析 出 に ア セ ト ン を 用 い た こ と に よ

る 蛋 白 質 の 変 性 が 起 こ っ て い ると 考 察 さ れ る。 ま た 、 脂 質 画 分 の 抽 出 で 使 用

し た ジ エ チ ル エ ー テ ル は 、 ア セ ト ン に 比 べ 水 へ の 溶 解 度 が 低 く 、 蛋 白 質 の 変

性 を 起 こ し に く い た め 、 脱 脂 精 漿 画 分 添 加 で は 活 性 を 持 つ 蛋 白 質 が 存 在 し

ている可 能 性 が高 く、精 子 運 動 性 に有 意 差 が得 られたと考 えられる。  

こ れ らの 結 果 を 受 け て 、３ 頭 の 馬 の 精 漿 を 用 いて 行 っ た 追 加 実 験 で は、 分

子 量 10 , 0 00 以 下 の精 漿 成 分 (≦10K )および分 子 量 3 , 0 0 0 以 下 の精 漿 成

分 ( ≦ 3K ) の 添 加 に よ り精 子 運 動 性 の 有 意 な 増 強 が 認 め られ た ( p ＜ 0 . 0 1 ) 。 ま

た、≦10K および≦3K の精 子 運 動 の上 昇 はほぼ同 程 度 であったので、分 子

量 3 , 0 00 以 上 10 , 0 00 以 下 に促 進 因 子 が存 在 する可 能 性 は低 いが、分 子

量 3 , 0 00 以 下 には何 らかの促 進 因 子 が存 在 することが考 えられる。  

しかし、第 ２章 で行 っ た精 漿 蛋 白 の分 画 結 果 では、Na t i v e-PAGE 法 では

多 いもので１９の分 画 、SDS-PAGE 法 では最 多 25 の分 画 が認 められ、その推



- 119 - 

 

定 分 子 量 は 11 , 6 21～100 , 6 8 1 であった。すなわち、分 子 量 3 , 0 00 以 下 の領

域 に 分 画 は 全 く 認 め ら れ な い 。 こ の こ と か ら 促 進 因 子 が 蛋 白 質 で は な い こ と 、

濃 度 が 検 出 限 界 以 下 で あ る こ と 、 促 進 因 子 の 分 子 量 が 極 め て 低 い こ と の ３

つが考 えられた。  

ま ず 、 促 進 因 子 が 蛋 白 質 で は な い の で は な い か と い う 点 に つ い て 検 討 す る

た め に 、 馬 精 漿 の プ ロ テ ア ー ゼ 処 理 に よ り 精 漿 中 の 蛋 白 質 の 生 理 活 性 を 失

わせた試 料 を作 製 し、灌 流 精 巣 上 体 尾 精 子 へ の添 加 実 験 を行 っ た。この結

果 、 活 発 運 動 精 子 率 はやや 上 昇 した が、陽 性 コントロー ルとは有 意 差 が 見 ら

れた ( p < 0 . 0 1 )。また、プロテアーゼ処 理 をする際 、精 漿 と Tr i s /塩 酸 緩 衝 液 を

等 量 混 合 した た め、 この 希 釈 により促 進 因 子 の 作 用 が 減 弱 した と いう 可 能 性

も 考 え ら れ る 。 し か し 、 プ ロ テ ア ー ゼ と そ の 阻 害 剤 を 予 め 混 ぜ た も の を 同 様 に

添 加 し た 陽 性 コ ン ト ロ ー ル で は 有 意 な 運 動 性 の 増 強 が 認 め ら れ て い る の で 、

プ ロ テ ア ー ゼ 処 理 試 料 の 添 加 に お い て 活 発 運 動 精 子 率 が 有 意 に 上 昇 し な

か っ た の は 、 希 釈 で は な く プ ロ テ ア ー ゼ に よ り 蛋 白 質 の 生 理 活 性 が 失 わ れ た

ためであると考 えられ、促 進 因 子 は蛋 白 質 であると結 論 できる。  

次 に 、 試 料 中 の 促 進 因 子 の 濃 度 が 検 出 限 界 以 下 であ っ た 可 能 性 に つ い

てであるが、蛋 白 質 の検 出 感 度 が高 い銀 染 色 の検 出 限 界 は 0 . 5  n g/m l であ

り 、 こ の 場 合 試 料 の 濃 縮 倍 率 や 添 加 量 な ど を 考 慮 す る と 、 精 漿 中 の 促 進 因

子 は約 10  n g/m l 以 下 で存 在 すると考 えられる。リラキシンというインスリンに似

た 構 造 を 有 す る ホ ル モ ン の 存 在 が 多 く の 動 物 の 精 漿 で 確 認 さ れ て お り、 馬 に

関 す る 報 告 は 見 当 た ら な い が 、 豚 で は リ ラ キ シ ン が 精 子 の 運 動 性 に 関 係 す る

と言 われている。その濃 度 は 1 . 1  n g /m l 程 度 で精 子 運 動 性 との間 に正 の相

関 が 見 出 さ れ て い る [ 4 ] 。 そ の よ う な 低 濃 度 で 存 在 す る 蛋 白 質 を 検 出 す る に

は 、 濃 縮 し て 試 料 を 分 析 し な け れ ば な ら な い が 、 多 量 の 試 料 を 用 い る こ と と な

る 。 し か し 、 精 漿 を 限 外 濾 過 処 理 す る と な る と 、 試 料 と し て 使 用 で き る 容 量 は
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限 られてくる。これに対 し、アセトンなどの有 機 溶 媒 やトリクロロ酢 酸 などの酸 に

よ る 蛋 白 質 の 沈 殿 濃 縮 を 行 う 方 法 が あ る 。 こ の 方 法 だ と 電 気 泳 動 の 際 に 邪

魔 と なる塩 を使 用 す ることが な いた め、 沈 殿 した 蛋 白 質 を 少 量 の 試 料 処 理 液

で 溶 解 し て 電 気 泳 動 に 使 用 す る こ と が 出 来 る 。 今 後 、 こ れ ら の 方 法 を 用 い て

精 漿 蛋 白 質 を回 収 し、目 的 とする蛋 白 質 の検 出 法 を検 討 する必 要 がある。  

電 気 泳 動 法 で 低 分 子 物 質 の 検 出 に 優 れ て い る ト リ シ ン -SDS- ポ リ ア ク リ ル

アミドゲル電 気 泳 動 法 の検 出 限 界 はおよそ分 子 量 1 , 0 0 0 であり、それ以 下 の

蛋 白 質 は 泳 動 像 に お い て 分 画 と し て 確 認 す る こ と は で き な い 。 ヒ ト や 家 畜 の

精 漿 には分 子 量 1 , 0 07 のペプチドホルモンであるオキシトシンの存 在 が確 認

さ れ て お り 、 こ れ は 家 畜 で 精 子 の 運 動 性 に 関 係 し て い る と 考 え ら れ て い る

[ 2 8 , 1 11 ] 。 馬 の 精 液 に お け る オ キ シ ト シ ン の 作 用 に つ い て の 報 告 は 見 当 た ら

な い が 、 そ の 存 在 は 確 認 さ れ て い る [ 1 1 1 ] 。 よ っ て こ の 様 な 低 分 子 量 の ペ プ チ

ド ホ ル モ ン が 副 生 殖 腺 で 作 ら れ 、 精 子 の 運 動 性 を 促 進 し て い る 可 能 性 も 十

分 に 考 え ら れ る た め 、 今 後 は 精 漿 成 分 の ホ ル モ ン に つ い て の 検 討 も 視 野 に

入 れていく必 要 があるかもしれない。  

以 上 本 研 究 結 果 より、分 子 量 3 , 0 00 以 下 の領 域 に馬 精 巣 上 体 尾 精 子

の 前 進 運 動 促 進 因 子 が 含 ま れ 、 そ れ は 熱 耐 性 蛋 白 質 で あ る こ と が 示 唆 さ れ

た が 、 電 気 泳 動 に よ る 分 画 か ら 同 定 に 至 る こ と は 出 来 な か っ た 。 今 後 は 、 試

料 の 更 な る 濃 縮 を 行 っ た 上 で の 電 気 泳 動 や 、 精 漿 中 の ペ プ チ ド ホ ル モ ン 検

出 を 試 み る な ど の 研 究 が 必 要 で あ る 。 こ れ に よ り 、 馬 精 子 運 動 性 を 向 上 さ せ

る 物 質 が 検 討 さ れ 、 人 工 授 精 受 胎 率 の 向 上 の 臨 床 応 用 が さ れ るこ と を 期 待

したい。  

  



- 121 - 

 

要   約  

 

馬 の 精 巣 上 体 尾 精 子 は 精 漿 と 混 合 す る と 運 動 が 促 進 さ れ 、 精 漿 内 の 精

子 前 進 運 動 促 進 因 子 が 関 与 し て い る と 考 え ら れ て い る 。 そ こ で 本 研 究 で は

馬 精 漿 か ら 様 々 な 成 分 を 抽 出 し 、 灌 流 し た 精 巣 上 体 尾 精 子 に 添 加 す る こ と

で、馬 精 漿 中 の精 子 前 進 運 動 促 進 因 子 の検 討 を行 った。  

実 験 には雄 馬 16 頭 の精 巣 上 体 尾 をスキムミルク液 ( SM 液 )で灌 流 して得

た精 子 を使 用 した。また馬 精 漿 は 15 頭 の種 牡 馬 の精 漿 を混 合 したものを 用

い 、 こ れ を 遠 心 処 理 し た 精 漿 を 馬 全 精 漿 (HWsp ) と し て 、 HWsp か ら 精 漿 成

分 を抽 出 した。これらとは別 に３頭 の雄 馬 の精 漿 を追 加 実 験 で用 いた。  

精 漿 成 分 の 抽 出 は 、 ア セ ト ン 析 出 に よ る 精 漿 蛋 白 画 分 ( P r s p ) お よ び 除 蛋

白 精 漿 画 分 ( P rF s p ) 、 限 外 濾 過 に よ る 分 子 量 3 0 , 0 00 以 下 の 低 分 子 画 分

( Lmsp )および分 子 量 30 , 0 00 以 上 の高 分 子 画 分 (Hmsp )、エーテル抽 出 によ

る 精 漿 脂 質 画 分 ( F s p ) お よ び 脱 脂 精 漿 画 分 ( FF s p ) を 作 製 し た 。 精 漿 蛋 白

成 分 の影 響 として P r s p、P rFs p、Lmsp、Hmsp を、精 漿 脂 質 成 分 の影 響 とし

て Fsp、FFsp を精 巣 上 体 尾 から灌 流 して得 た精 子 にそれぞれを添 加 し、精

子 運 動 性 の変 化 を観 察 した。  

灌 流 した精 子 に HWsp を添 加 した陽 性 対 照 ( P con t )を、SM 液 を添 加 した

陰 性 対 照 (N con t ) と 比 較 し た 結 果 、 全 頭 で ++ 以 上 の 運 動 性 を 示 す 精 子 率

( 活 発 運 動 精 子 率 )の 上 昇 が 見 られ、 両 者 に 有 意 差 がみ られ た（ p<0 . 0 1）。 ア

セトンで得 た P r s p および P rF s p の添 加 による活 発 運 動 精 子 率 の平 均 値 は

P r s p で増 加 傾 向 が認 められたが、P rFsp で変 化 が見 られず、ともに Ncon t と

比 較 して有 意 差 は得 られなかった。限 外 濾 過 で分 離 した Lmsp および Hmsp

の 添 加 で は、 と も に 活 発 運 動 精 子 率 の 平 均 値 が 上 昇 し、 Lmsp で は Ncon t

に対 し有 意 に上 昇 した（p<0 . 0 1）。エーテル抽 出 した Fsp および FFsp の添 加
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による活 発 運 動 精 子 率 の平 均 値 は Fsp で変 化 が見 られなかったが、FFsp で

増 加 傾 向 が認 められ、FFsp で Ncon t に対 し有 意 に上 昇 した（p<0 . 0 5）。  

これらの結 果 から、馬 の精 子 前 進 運 動 促 進 因 子 は分 子 量 30 , 0 00 以 下 の

蛋 白 質 で あ る 可 能 性 が 強 ま っ た た め 、 分 子 量 を 絞 り 込 む た め 限 外 濾 過 に よ

る分 子 量 10 , 0 00 以 下 の画 分 (≦10K )、分 子 量 3 , 0 00 以 下 の画 分 (≦3K )を

作 製 し 、 蛋 白 質 で あ る こ と の 確 認 の た め プ ロ テ ア ー ゼ 処 理 精 漿 を 作 製 し 、 精

子 の運 動 性 に対 する影 響 を確 かめた。  

その結 果 、プロテアーゼ処 理 により HWsp 中 の蛋 白 質 の生 理 活 性 を失 わ

せた試 料 を用 いたところ精 子 の運 動 性 の有 意 な増 強 は見 られず、Pcon t とし

用 いたた プロ テア ー ゼを 予 め阻 害 剤 で処 理 して から馬 全 精 漿 に 添 加 した もの

では有 意 な 運 動 性 の 増 強 （ p <0 . 0 1） が 認 められ た こと か ら、 精 子 前 進 運 動 促

進 因 子 が 蛋 白 質 で あ る こ と が 確 認 さ れ た 。 ま た 、 精 子 の 運 動 性 の 有 意 な 増

強 は≦3K でも認 められ、精 漿 を 70℃  1 時 間 加 熱 してもその効 果 は失 われな

かったため、馬 の精 子 前 進 運 動 促 進 因 子 は分 子 量 3 , 0 00 以 下 の熱 耐 性 蛋

白 質 である可 能 性 が示 唆 されたものの、特 定 することは出 来 なかった。  
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供試馬 品種もしくは種類 年齢 体重(kg)

A サラブレッド 3 466

B サラブレッド 7 477
C 雑種 4.5 434.5
D ポニー 3 250
E 中半血 3 850
F ポニー 3 150
G ブルトン 3 950
H 道産子 3 350
I サラブレッド 不明 不明
J ポニー 10 120
K 中半血種 8 不明
L 中半血種 3 900
M サラブレッド 5 550
N ポニー 1 180
O ポニー 4 200
P サラブレッド 3 479.5

平均値 4.2 454.1

表１.精子供試馬

+++ ++ + ±

No.1 72 0.83 59.8 6.8 30 30 20 10 90 91.3 26.3

No.2 40 0.25 10 6.8 30 20 20 20 90 88.9 19.7
No.3 32 6.2 198.4 6.8 30 20 20 20 90 91.3 28.1
No.4 90 6.3 567 6.8 30 20 20 15 85 92.4 24.3
No.5 60 0.57 34.2 7 30 30 20 10 90 88.7 2.1
No.6 70 1.01 70.7 7 40 30 10 10 90 91.2 6.9
No.7 75 1.1 82.5 6.8 40 30 10 10 90 93.3 14.5
No.8 74 1.26 93.2 6.8 30 30 10 20 90 － 17.4
No.9 114 0.45 51.3 7 40 30 10 10 90 － 14.0
No.10 60 2.6 156 6.8 20 20 30 20 90 － 15.5
No.11 49 1.1 53.9 7.2 10 20 20 20 70 88.8 41.1
No.12 26 0.85 22.1 7 30 20 10 10 70 79.2 18.8
No.13 16 1.67 26.7 7.4 20 20 20 20 80 79.5 20.9
No.14 20 0.32 6.4 7.2 30 20 20 20 90 70.0 17.7
No.15 54 1.7 91.8 7 30 30 20 10 90 77.0 14.0
馬SS 30 1.53 45.9 7.2 40 20 20 10 90 94.3 21.4
馬RD 50 2.3 115 7.2 30 20 20 10 80 93.3 26.1
馬DJ 41 0.92 37.72 7.2 10 30 20 10 70 83.9 26.3

運動
精子率

不染
精子率

精子
奇形率

表２. 精漿提供馬の精液性状

精漿
提供馬

精液量
ml

精子濃度

×108/ml

総精子数

×108/ejac
pH

精子活力
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物質名 1L中への添加量

ドライスキムミルク 55.75g

グルコース 27.64g
クエン酸三ナトリウム二水和物 0.3g
ラクトース 1.5g
ラフィノース 1.5g
クエン酸カリウム 0.42g
HEPES 7.14g

表３. スキムミルク液(SM液)の組成

供試馬
希釈精子濃度

(×10
8
/ml)

希釈後精子
生存率(%)

活発運動
精子率(%)

A 2.36 88.2 5

B 2.06 76 5
C 2.24 89.9 10
D 2.5 86.7 50
E 2.39 65.8 20
F 0.53 88 10
G 2.4 70.9 20
H 2.38 80.2 10
I 2.4 90.9 0
J 1.05 98 15
K 2.86 81.8 30
L 2.48 80.6 0
M 2.1 87.5 0
N 1.25 85 30
O 2.27 87.6 0
P 2.05 96.5 0

平均 2.08 84.6 12.8

表４.供試馬A～Hの精子性状
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Ncont Pcont

A 5 85

B 5 70
C 10 10
E 20 30
F 10 50
G 20 45
H 10 70

検体数 7.0 8.0
平均 11.4 51.4

標準偏差 6.3 25.9

供試馬
活発運動精子率(%)

表５. 陰性コントロール（Ncont）および陽性コント
ロール（Pcont）の活発運動精子率

Ncont Pcont Prsp PrFsp

A 5 85 20 5

B 5 70 20 5

C 10 10 5 5

E 20 30 10 15

F 10 50 35 10

G 20 45 20 30

H 10 70 40 15

検体数 7 7 7 7

平均 11.4 51.4 21.4 12.1

標準偏差 6.3 25.9 12.5 9.1

表６. 馬精漿蛋白画分および除蛋白画分添加による
活発運動精子率

供試馬
活発運動精子率(%)
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Ncont Pcont Lmsp Hmsp

A 5 85 80 60

B 5 70 55 40

C 10 10 50 10

E 20 30 25 0

F 10 50 35 15

G 20 45 45 15

H 10 70 70 30

検体数 7 7 7 7

平均 11.4 51.4 51.4 24.3

標準偏差 6.3 25.9 19.1 20.5

活発運動精子率(%)
供試馬

表７. 限外濾過処理画分の添加による
活発運動精子率

Ncont Pcont Fsp FFsp

A 5 85 0 15

B 5 70 5 40

C 10 10 10 20

D 50 80 30 55

E 20 30 15 20

F 10 50 30 50

G 20 45 20 30

H 10 70 5 45

検体数 8 8 8 8

平均 16.3 55 14.4 34.4

標準偏差 14.8 26 11.5 15.2

供試馬
活発運動精子率(%)

表８. 馬精漿脂質画分および脱脂画分添加による
活発運動精子率



- 127 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

馬SS 馬RD 馬DJ 平均

I 0 30 30 40 33.3

J 15 60 40 60 53.3
K 30 60 60 70 63.3
L 0 60 60 60 60.0
M 0 50 60 20 43.3
N 30 60 60 50 56.7
O 0 50 60 70 60.0
P 0 60 60 70 63.3

検体数 8 8 8 8 8
平均 9.4 53.8 53.8 55.0 54.2

標準偏差 12.9 9.9 11.1 16.6 10.0

精子
提供馬

Ncont
HWsp添加時活発運動精子率(%)

表９. 陰性コントロール（Ncont)および全精漿添加時の
活発運動精子率

馬SS 馬RD 馬DJ 平均

I 0 30 30 30 30.0

J 15 30 50 30 36.7
K 30 20 40 50 36.7
L 0 5 25 0 10.0
M 0 30 50 40 40.0
N 30 50 60 60 56.7
O 0 40 60 50 50.0
P 0 50 40 40 43.3

検体数 8 8 8 8 8
平均 9.4 31.9 44.4 37.5 37.9

標準偏差 12.9 14.1 12.1 17.1 13.1

精子
提供馬

Ncont

表10. 分子量10,000以下の画分(≦10K)の添加時の
活発運動精子率

≦10K添加時活発運動精子率（％）
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馬SS 馬RD 馬DJ 平均

A 0 25 20 30 25.0

B 15 30 35 15 26.7
C 30 10 50 50 36.7
D 0 5 25 30 20.0
E 0 30 50 30 36.7
F 30 50 70 50 56.7
G 0 50 50 60 53.3
H 0 30 50 50 43.3

検体数 8 8 8 8 8
平均 9.4 28.8 43.8 39.4 37.3

標準偏差 12.9 15.2 15.2 14.2 12.4

精子
提供馬

Ncont

表11. 分子量3,000以下の画分(≦3k)添加時の活発運動精子率

≦3K添加時活発運動精子率（％）

Ncont Pcont PTsp

I 0 NT 5

J 15 NT 0
K 30 NT 30
L 0 NT 5
M 0 NT 20
N 30 43.33 10
O 0 33.34 33.34
P 0 43.33 13.33

検体数 8 3 8
平均 9.4 40.0 14.6

標準偏差 12.9 4.7 11.4
NT：試験未実施

表12. 全精漿のプロテアーゼ処理試料(PTsp)
添加時の活発運動精子率

精子
提供馬

活発運動精子率(%)
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図 １  陽 性 コントロールおよび陰 性 コントロールの  

活 発 運 動 精 子 率 の比 較 （n=７）  

* * ： N c o n t と の 間 に p < 0 . 0 1  

 

Ncont Pcont HTsp

A 0 33.3 30.0

B 15 53.3 13.3
C 30 63.3 20.0
D 0 60.0 13.3
E 0 43.3 43.3
F 30 56.7 56.7
G 0 60.0 70.0
H 0 63.3 56.7

検体数 8 8 8
平均 9.4 54.2 37.9

標準偏差 12.9 10.0 20.5

精子提供
馬

活発運動精子率(%)

表13. 全精漿の加熱処理試料(HTsp)添加時の
活発運動精子率
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図 ２  馬 精 漿 蛋 白 画 分 および除 蛋 白 画 分 添 加 時 の  

活 発 運 動 精 子 率 ( n =７）  

* * ： N c o n t と の 間 に p < 0 . 0 1  

 

図 ３  限 外 濾 過 処 理 画 分 添 加 時 の活 発 運 動 精 子 率 ( n =７）  

* * ： N c o n t と の 間 に p < 0 . 0 1  
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図 ４  馬 精 漿 内 脂 質 画 分 および馬 精 漿 内 除 脂 質 画 分 添 加 時 の  

活 発 運 動 精 子 率 ( n =７）  

* ： N c o n t と の 間 に p < 0 . 0 5  
* * ： N c o n t と の 間 に p < 0 . 0 1  

 

 

 

図 ５  陰 性 コ ン ト ロ ー ル お よ び 全 精 漿 の 添 加 時 の  

活 発 運 動 精 子 率 (n=8) 

* * ： N c o n t と の 間 に p < 0 . 0 1  
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図 ６  陰 性 コ ン ト ロ ー ル お よ び 分 子 量 10,00 0 以 下 の 画 分 （ ≦ 10K）

の 添 加 に よ る 活 発 運 動 精 子 率 (n=8) 

* ： N c o n t と の 間 に p < 0 . 0 5  
* * ： N c o n t と の 間 に p < 0 . 0 1  

 

図 ７  陰 性 コ ン ト ロ ー ル お よ び 分 子 量 3,000 以 下 の 画 分  

（ ≦ 3K） の 添 加 に よ る 活 発 運 動 精 子 率 (n=8) 

* ： N c o n t と の 間 に p < 0 . 0 5  
* * ： N c o n t と の 間 に p < 0 . 0 1  
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図 ８  全 精 漿 の プ ロ テ ア ー ゼ 処 理 試 料 (PTsp) 

添 加 時 の 活 発 運 動 精 子 率  

 

 

図 ９  全 精 漿 の 加 熱 処 理 試 料 (HTsp)添 加 時 の  

活 発 運 動 精 子 率 (n=8) 
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