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研究成果の概要（和文）：　牛の分娩後における潜在性子宮内膜炎の病態解明、治療・予防指針の確立を目的と
して、子宮内膜の有核細胞中に占める多形核好中球の割合（PMN%）を評価した。
　肉牛は乳牛よりも、また早期離乳牛は自然授乳牛よりも、それぞれ分娩後のPMN%が低値で推移した。また、牛
子宮内膜におけるLactobacillusの存在はTrueperella pyogenesの増殖抑制、PMN%減少と子宮修復促進効果と関
連していた。さらに、分娩後5週に子宮内膜炎に罹患する個体では分娩後5日での悪露中炎症性サイトカイン発現
量が有意に低く、その後数週間で高くなることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the pathophysiological mechanisms and development therapeutic 
and preventive strategies for bovine postpartum subclinical endometritis, endometrial 
polymorphological neutrophil percent (PMN%) was evaluated. Postpartum PMN%s in beef cows and early 
weaning cows were lower than those in dairy cows and suckling cows, respectively. Presence of 
Lactobacillus spp. in the endometrium inhibited the growth of Trueperella pyogenes, reduced PMN% and
 promoted uterine involution. Expression of inflammatory cytokines in the lochia on day 5 postpartum
 in cows that developed subclinical endometritis at week 5 postpartum was lower, but it was elevated
 in the subsequent several weeks postpartum. In contrast, expression of inflammatory cytokines 
decreased by week 5 postpartum in the cows that conceived by 90 days postpartum. These results 
suggest that profile of inflammatory cytokines during the puerperium may be an indicator to predict 
subsequent fertility in the cow.

研究分野： 獣医繁殖学

キーワード： 牛　繁殖　子宮内膜炎　診断　治療　細菌感染　サイトカイン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　牛では分娩後1週までの一過性の炎症がその後の正常な子宮修復に必要であること、そして牛の子宮修復過程
における子宮内膜サイトカイン発現量の動態はその後の受胎性予測への指標になり得ることが示唆された。ま
た、子宮内膜炎の治療および内膜環境の改善を図るための薬剤（ポビドンヨード）が子宮内膜に与える影響を詳
細に検証し、治療および予防指針となる基礎データを示した。以上、本研究では牛の子宮内膜環境、特に内膜炎
の病態の一端を明らかにし、分娩後早期からの定期検診とフローチャートに従った診断治療プロトコールを実施
することで牛群の繁殖成績を向上させることが可能となることを示した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 牛子宮内膜炎の発症機序 
子宮内膜炎は潜在性と臨床性に大別できる。これまで潜在性子宮内膜炎は臨床現場で利用可

能な診断方法がなかったが、私達は自作の牛子宮内膜細胞診用ブラシ（サイトブラシ）を用いて
子宮内膜における炎症の程度を子宮内膜上皮細胞中に占める多形核好中球（PMN）の割合
（PMN%）として数値化することで潜在性子宮内膜炎を診断した結果、不受胎牛の約 30％に潜
在性子宮内膜炎が存在し、分娩後の初回排卵を遅延させることや血中グルコース濃度が低い個
体は潜在性子宮内膜炎発症リスクが高いことなどを実証してきた。一方、臨床性子宮内膜炎は外
子宮口からの異常滲出物の排出（Purulent vaginal discharge: PVD）を伴う場合と定義されて
いるものの、PVD を有しているにもかかわらず子宮内膜に炎症が観察されない例があり、私達
も子宮頸管炎に限局した症例の場合でも腟腔内に膿性排出物を認める個体が少なからず存在す
ることを示唆する結果を得ている。また、子宮内膜炎や蓄膿症は低受胎の原因となるものの全身
症状を示さない点がイヌの場合と異なり、PMN%が高く炎症を疑う個体でも子宮内膜から細菌
が分離されない症例、またその逆も散見されるなど、細菌感染と炎症反応の詳細に関しては不明
な点が多い。免疫応答の相違が種差あるいは飼養環境の違いに起因しているかどうかは今後解
明すべき課題であり、牛子宮内膜炎の発症機序を免疫機構の点から明らかにする必要がある。 
 
(2) 牛子宮内膜から分離される菌と免疫応答 
牛子宮内膜炎の病原菌に関して、グラム陰性菌では特定の系統の大腸菌群が子宮内膜上皮細

胞に特に接着性と侵襲性を持ち、これらの菌株が産生するリポ多糖(LPS)がマウスモデルにおい
て TLR-4 を介した炎症を惹起し、その炎症の程度も他の大腸菌群由来の LPS と比較してより大
きいことを示した。また、グラム陽性菌に関して私達は Trueperella pyogenes が子宮内膜の炎
症度や PVD と関連があり、炎症を誘発するのは菌体中の易熱成分であることを示した。しかし
ながら、異なる分離株での子宮内膜への感染率や病原性の差異の有無は不明である。また、予備
試験では PMN%が高い個体では末梢血中インターロイキン-1 (IL-1)および IL-8 が低値を示し
たものの、子宮局所の免疫応答の詳細についても報告がない。 
一方、Lactobacillus のような共生菌が健康牛の生殖道内にも存在することが知られている。

Lactobacillus spp.は乳酸を産生して環境中の pH を低下させ、過酸化水素を分泌することで病
原菌の増殖を抑制し、宿主の抵抗性を増強する可能性も示唆されている。しかしながら、牛の子
宮における役割は不明である。 
以上より、牛子宮内膜における細菌感染の実態、および異なる分離菌での子宮内膜への病原性

の差異と免疫応答を明らかにする必要がある。 
 
(3) 牛子宮内膜炎の治療指針 
臨床現場では牛の子宮内感染に対する治療として国内ではアンピシリンが、海外ではセフェ

ム系抗生物質としてセファピリンが広く使用されているが、耐性菌出現の懸念は拭えない。しか
し内膜に炎症が継続すれば受胎は期待できない。従って、内膜を正常化するための処置が有効で
ある。以上より、炎症と感染の状態を正しく診断した上でのエビデンスに基づいた牛子宮内膜炎
の治療ストラテジーを確立することが重要である。 
 
２．研究の目的 
そこで本研究では、 

(1) 牛子宮内膜炎の発症メカニズム、特に免疫動態を明らかにすること 
(2) 牛子宮内膜由来分離菌の病原性と免疫応答を明らかにすること 
(3) 牛子宮内膜炎の治療ストラテジーを確立すること、を目的として研究を実施した。 
 
３．研究の方法 
(1) 牛子宮内膜炎の発症メカニズム、免疫動態の解明 
① 牛子宮内膜炎における病態指標の探索 
牛子宮内膜における細菌感染と内膜への多形核好中球浸潤との関係および局所免疫応答を明

らかにするため、乳牛よりサイトブラシで採取された子宮内膜上皮細胞から RNA を抽出し、炎
症性サイトカイン mRNA 発現量を解析した。すなわち、分娩後 3～9 週（W3-W9）に隔週でホ
ルスタイン種乳牛（19 頭）の子宮内膜組織を採取、RNA を抽出し、インターロイキン（IL）1
α、1β、6、8、10 および腫瘍壊死因子（TNF）αの mRNA 発現量を解析した。 

 
② 牛の妊娠後期から末期における頸管粘液中の好中球の動態 
経産牛 12 頭を供試、妊娠 200 から 260 日まで月に一回、以後分娩するまで 1 週間隔で頸管

粘液を用手にて採取、有核細胞中の多形核好中球の割合（PMN％）を算出した。 
 

③ 悪露中の炎症性サイトカイン発現量とその後の子宮内膜炎罹患との関係 
臨床上健康なホルスタイン種経産牛計 57 頭を供試、分娩後 2、5、9 および 16 日に悪露を用

手にて採取、さらに分娩後 5 週に子宮内膜表層を採取、悪露と子宮内膜中サイトカイン mRNA
発現量を測定した。分娩後 5 週に子宮内膜 PMN%が 6 以上の個体を子宮内膜炎と診断した。 



 
(2) 牛子宮内膜由来分離菌の病原性と免疫応答 
① 細菌感染と白血球由来酵素および血液生化学検査項目の動態ならびに子宮内膜炎との関連 
ホルスタイン種経産牛 43 頭を供試、分娩後 3、5、7 週に腟検査、直腸検査、超音波検査を実

施した後、サイトブラシによる子宮内膜上皮のスメアサンプルを採取、子宮内膜上皮細胞中に占
める多形核好中球 (PMN) の割合 (PMN%) を算出した。また、血漿サンプルを採取、アルブミ
ン (Alb)、血中尿素窒素 (BUN)、非エステル型遊離脂肪酸 (NEFA)、βヒドロキシ酪酸 (BHBA) 
および総コレステロール (T-Cho) について生化学検査を実施した。さらに、サイトブラシサン
プルのエステラーゼ (LE) およびミエロペルオキシダーゼ (MPO) 活性を測定すると共に子宮
内膜スワブを取り、細菌培養と MALDITOF 質量分析計による菌種同定を行った。なお、分離細
菌のうち、Trueperella pyogenes および Escherichia coli を子宮内膜に対する病原性細菌とし
た。 

 
② 子宮内 Lactobacillus spp.と病原菌コロニー数および子宮内膜炎との関連 
ホルスタイン種経産牛 41 頭の分娩後 4 週および 8 週に子宮内膜サンプルを採取、PMN%を

記録するとともに細菌検索を実施した。分娩後 4 週における子宮内膜炎(endometritis)の有無お
よび Lactobacillus spp.分離の有無に従って、(E+L+), (E-L-), (E-L+), (E-L-)の 4 群に分類した。 
 
(3) 牛子宮内膜炎の治療ストラテジー 
分娩後早期の乳牛におけるポリビニルピロリドン (PVP) 液の子宮内投与が子宮内膜環境お

よびその後の受胎性に及ぼす影響を明らかにすることを目的として実験を行なった。 
分娩後 5 週目の乳牛 120 頭を、子宮内 2%PVP 50mL 注入群 (PVP 群；n=40)、生理食塩液

50mL 注入群 (SAL 群；n=40)、無注入群 (NTX 群；n=40) の 3 群に無作為に分けた。卵巣の
所見は超音波診断装置を用いて D0 と D7 に観察した。排卵同期化処置は D7 に GnRH 製剤を
投与し、腟内留置型プロジェステロン製剤 (CIDR) を 7 日間挿入、D14 に CIDR 抜去と同時に
PGF2α製剤を投与、48 時間後 (D16) に GnRH を投与し、その 16 時間後 (D17) に定時授精し
た。注入直前(D0) から注入後 7 日目 (D7) まで 8 日間、サイトブラシを用いて子宮内膜スメア
を連日採取した。スメアは Diff-Quik 染色し、赤血球以外の細胞数を計測し、PMN の割合 
(PMN%) を算出した。D17 の定時授精直前にも子宮内膜スメアを採取し、PMN%を算出した。 
 
４．研究成果 
(1) 牛子宮内膜炎の発症メカニズム、免疫動態の解明 
① 牛子宮内膜炎における病態指標の探索 

W5 で PMN％が 6 以上であった子宮内膜炎罹患牛（n = 8）は 6 より低かった非罹患牛（n = 
11）と比較して、W5 での IL 1α、1βおよび 10 の発現量が高かった。また、IL1α、1β、8、
TNFαについて、分娩後 90 日までに受胎した早期受胎群（n = 4）では全頭においてサイトカイ
ン発現量が W3 から W5 にかけて低下した。一方、分娩後 91 日以降で受胎した受胎遅延群（n 
= 13）では、早期受胎群と同様の推移を示す個体の割合は、前述の４つのサイトカインについて
それぞれ 15.4％、23.1％、15.4％および 38.5％、と少ないことが示された。 
以上の結果より、分娩後の牛の子宮修復過程における子宮内膜サイトカイン発現量の推移を

評価することは、子宮内膜炎の診断だけではなく、その後の受胎性を評価するための指標となり
得ることが示唆された。 

 
② 牛の妊娠後期から末期における頸管粘液中の好中球の動態 
頸管粘液中PMN%は分娩11～15週前 （3.7 ± 12.9） と比較して分娩2週前（37.9 ± 28.0）

および 1 週前（44.5 ± 19.4）では高値（P < 0.05）を示した。 
以上より、牛の子宮頸管粘液中 PMN%は分娩が近づくにつれて上昇することが示唆された。 
 

③ 悪露中の炎症性サイトカイン発現量とその後の子宮内膜炎罹患との関係 
子宮内膜炎罹患牛（n = 14）は非罹患牛（n = 43）と比較して IL1α、IL1β、IL8 の発現量が

分娩後 5 日で低く（P < 0.05）、分娩後 5 週で高かった（P < 0.05）。 
以上より、分娩後早期における悪露中サイトカイン発現量の動態はその後の子宮内膜炎罹患

リスクを予測する指標となることが示唆された。 
牛の難産予測への応用を図り、分娩後の子宮内膜炎の予防策を講じるためにも、今後は牛の子

宮頸管熟化機構の詳細を解明する必要がある。 
 
(2) 牛子宮内膜由来分離菌の病原性と免疫応答 
① 細菌感染と白血球由来酵素および血液生化学検査項目の動態ならびに子宮内膜炎との関連 
分娩後 3 週の Alb と PMN%との間に弱い負の相関 (P = 0.07) が、分娩後 3 週と 7 週の BUN

と PMN%との間に弱い負の相関 (3 週: P = 0.07, 7 週：P = 0.08) が認められた。LE 活性は分
娩後 3、5、7 週のいずれにおいても PMN%との間に正の相関 (P < 0.01) が認められた。一方、
MPO 値と PMN%との間には関連が認められなかった。また、分娩後 5 週では潜在性子宮内膜
炎罹患牛における病原性細菌検出率が健康牛と比較して高かった (P < 0.05)。 



以上より、子宮内膜炎の診断における診断マーカーとして子宮内膜サンプル中の LE 活性と病
原性細菌種が候補となることが明らかになった。 

 
② 子宮内 Lactobacillus spp.と病原菌コロニー数および子宮内膜炎との関連 

E+L+ 群の平均 PMN%は E+L-群と比較して有意に低値を示した。分娩後 8 週において分離
された Lactobacillus spp.の菌数は T. pyogenes の菌数と負の相関を示した。 
以上より、Lactobacillus spp.は分娩後の乳牛において子宮修復を促進する作用を有すること

が示唆された。 
 
(3) 牛子宮内膜炎の治療ストラテジー 

PVP 群は他群と比較して D0 から D1 にかけて PMN%の一過性の上昇が認められたが、D2
までに他群と同レベルまで低下した（図 1）。また、定時授精による受胎率は PVP 群が他群と比
較して有意に高かった。 
以上より、子宮内への PVP 注入は翌日までに子宮内膜に一過性の炎症を惹起したものの、定

時授精時までに炎症はほぼ消失した。また、分娩後 49-55 日での定時授精による受胎成績より、
分娩後 5 週目の子宮内への PVP 注入は分娩後早期の子宮修復とその後の受胎性向上に一定の効
果を有していることが示唆された。 
 

図１: Changes in the percentage of polymorphonuclear neutrophils (PMN%) in dairy cows. 
D0 = 5 weeks (35 ± 3 days) postpartum. PMN% in endometrial samples collected for 8 
consecutive days after intrauterine infusion of povidone-iodine (PVP-I) (PVP: n = 14), 
physiological saline (SAL: n = 15), or no treatment (NTX: n = 15) in postpartum dairy cows. 
Letters A, B, and C reflect differences between days in PVP, SAL and NTX groups, 
respectively. a-b: different letters reflect differences between groups on D1 (P < 0.001); * P < 
0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001. (Yoshida et al., 2020) 
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