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研究成果の概要（和文）：本研究では、妊娠牛の母体血中・尿中INSL3 測定による胎子雌雄判別への臨床応用について
検討し、妊娠中期・後期の複数時点の血中テストステロンとINSL3濃度を測定することによって、約90%の的中率で胎子
雌雄を判別できることを見出した。精液性状不良牛および卵巣嚢腫牛の血中INSL3濃度は正常牛との顕著な差はみられ
なかった。また潜在精巣犬の停留精巣のINSL3と同受容体の発現を調べた結果、停留精巣では十分量のINSL3が発現して
いるが、受容体であるRXFP2の発現は消失していることが判明した。子宮蓄膿症犬の卵巣・子宮のINSL3とRXFP2の遺伝
子発現は正常子宮犬との間に顕著な差は見出せなかった。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we examined an application of INSL3 measurements in 
maternal peripheral blood and urine of pregnant cattle. As the results, we found that nearly 90% of 
accuracy for fetal gender prediction was obtained when we used data of blood testosterone and INSL3 
concentrations at multiple-time points from the mid to late gestation. There were no significant 
differences of blood INSL3 concentrations, between bulls with abnormal and normal semen, and also between 
cows with ovarian cysts and normal ovarian activity. We also investigated expression of INSL3-Receptor 
(RXFP2) in retained testes in cryptorchid dogs, and elucidated that loss of RXFP2 gene expression in 
spite of substantial expression of INSL3 in retained testes. No significant differences were found in 
INSL3 and RXFP2 gene expressions in ovaries and uteruses between dogs with pyometra and normal dogs.

研究分野： 獣医繁殖学

キーワード： INSL3　テストステロン　RXFP2　精液性状不良牛　卵巣嚢腫牛　ウシ胎子雌雄判別　潜在精巣　子宮蓄
膿症犬
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１．研究開始当初の背景 
インスリン様ペプチド 3（INSL3）はリラ

キシン様因子あるいはライディッヒ・インス
リン様ペプチドとも呼ばれ、精巣に特異的に
発現するペプチドとして、1990 年代中頃に
発見された新しいホルモンである（Adham 
IM et al, J Biol Chem, 1993）。INSL3 は雄
マウスではテストステロンと同様に精巣の
ライディッヒ（間質）細胞から分泌され、雌
では卵巣の内卵胞膜細胞や黄体細胞から分
泌されることが報告されている（Ivell R et al, 
Endocrinology, 1998）。INSL3 の役割はマウ
スでは胎生期の精巣下降作用を持つことが
示唆されているが（Nef S et al, Nat Genet, 
1999）、性成熟過程とそれ以降の生殖器にお
ける役割については不明な点が多い。ヒトや
齧歯類では 2000 年前後に血中 INSL3 の放
射免疫測定法が開発され、男性および雄ラッ
トの血中 INSL3 濃度は性成熟過程で増加す
ることが示され、INSL3 はホルモンである
ことが明らかにされた（Büllesbach E et al, 
Endocrine,1999；Reproduction, 2001）。血
中 INSL3 濃度は、テストステロンとは異な
り、時間単位での変動がみられないため、1 
時点の血液検査で精巣の内分泌機能を正確
に把握することができるとされている（Ivell 
R et al, Human Reprod Update, 2009）。ま
た、妊婦の羊水中の INSL3 濃度は、男児で
は高値を示すが、女児では検出限界以下の低
値 を 示 す こ と が 報 告 さ れ て い る
（Anand-Ivell et al, Human Reprod, 2008）。
さらに、多嚢胞性卵巣患者の血中 INSL3 濃
度は健常者に比較して高値を示すことが示
唆されている（Gambineri A et al, J Clin 
Endoc Metab, 2007）。しかし、産業動物や伴
侶動物では INSL3 の測定法は開発されてお
らず、その血中動態はごく最近まで全く不明
であった。 
応募者らは、世界で初めて、ウシの血中

INSL3 の酵素免疫測定法およびイヌの時間
分解蛍光免疫測定法を確立し、雄ウシの出生
から性成熟後までの血中 INSL3 動態、なら
びに雄イヌの性成熟前後の動態と潜在精巣
例の濃度を明らかにした（Kawate N et al, 
Theriogenology, 2011；Pathirana I et al, 
Theriogenology, 2012）。これらの研究成果か
ら、雄ウシとイヌの性成熟前後における血中
INSL3 動態は、同じ間質細胞から分泌される
テストステロンの動態とは異なることが判
明した。さらに両側性潜在精巣犬の血中
INSL3 濃度は正常犬に比べて低いが、去勢
犬よりは高いことが明らかになった。しかし、
精液性状不良や卵巣嚢腫などの繁殖障害牛
の血中 INSL3 濃度を調べた報告、ならびに
妊娠牛の母体血中と尿中の INSL3 濃度によ
る胎子雌雄判別に関する報告は皆無である。
したがって、それらの研究を行うことにより、
ウシの繁殖障害の検査・診断や胎子雌雄判別
における新しい方法を開発できる可能性が
ある。 

INSL3 の受容体は、リラキシンファミリ
ーペプチド受容体 2 （RXFP2）もしくはロ
イシンリッチリピート含 GPC 受容体 8
（LGR8）と呼ばれ、成熟雄では精巣の間質
細胞、精子細胞や精巣上体、成熟雌では子宮
内膜や子宮筋に存在することがげっ歯類で
報告されている（Filonzi M et al, Reprod 
Biol Endocrinol, 2007; Li Z et al, 
Endocrinology, 2011）。しかし、伴侶動物や
産業動物の生殖器におけるRXFP2 の発現に
関する報告は極めて乏しく、正常なイヌの性
成熟や発情周期に伴う同受容体量の変化、な
らびにイヌの潜在精巣や子宮蓄膿症などの
生殖器疾患例における同受容体発現につい
ては全く不明である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、1)ウシ血中 INSL3 測定による
繁殖障害・生殖器疾患（精液性状不良・卵 
巣嚢腫）の検査・診断および妊娠牛の母体血
中・尿中 INSL3 測定による胎子雌雄判別へ
の臨床応用について検討する。また、2)正常
なイヌの生殖器における INSL3－同受容体
システムの意義を調べるとともに、生殖器疾
患（潜在精巣・子宮蓄膿症）の病態発生にお
ける同システムの関与を解明することを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）精液性状不良牛および卵巣嚢腫牛の血
中 INSL3 濃度解析 
 
①精液性状不良牛と正常雄ウシの血中
INSL3 濃度の比較 
 黒毛和種雄ウシの性成熟期（9 ヵ月齢）か
ら性成熟後（22 ヵ月齢）まで約 1 ヵ月間隔で
血液採取を行った。12 ヵ月齢からは精液を採
取して検査を行い、精液性状が正常あるいは
不良（新鮮精液の精子の奇形と運動性低下、
凍結融解後の精子運動性低下と低受胎を含
む）を判別した。血漿 INSL3 およびテスト
ステロン濃度を酵素免疫測定法で測定し、精
液性状不良例と正常例のホルモン動態を比
較した。 
 
②卵巣嚢腫牛と正常雌ウシの血中 INSL3 濃
度の比較 
 ホルスタイン種乳牛の卵巣嚢腫牛および
正常牛を用いた。卵巣嚢腫は１～２週間間隔
で２回の直腸検査により、直径が 25 mm 以
上の嚢腫卵胞を有し、黄体の存在しないウシ
を本疾患と診断した。卵巣嚢腫牛は、その血
漿中プロジェステロン濃度から卵胞嚢腫牛
（<0.5 ng/mL）と黄体嚢腫（嚢腫様黄体を含
む）牛（>0.5 ng/mL）に分類した。卵巣嚢腫
牛は２回目の直腸検査時に採血し、正常牛は
定時人工授精（Ovsynch+CIDR 法）前日の
卵胞期と人工授精後 7日目の黄体期から採取
した。血漿 INSL3 濃度を酵素免疫測定法で
測定し、卵胞嚢腫牛と卵胞期の正常牛、また



黄体嚢腫牛と黄体期の正常牛をそれぞれ比
較した。 
 
（２）妊娠牛の母体の INSL3 測定による胎
子雌雄判別の検討 
 ホルスタイン種および黒毛和種牛の妊娠 2
ヵ月から 8 ヵ月まで、月 1 回の頻度で血液の
採取を行った。また、ホルスタイン種の妊娠
4 ヵ月から 8 ヵ月まで、月 1 回の頻度で尿の
採取を行った。胎子の性別は分娩直後に判定
した。採取した血漿のテストステロン濃度お
よび INSL3 濃度、尿のテストステロン濃度を
酵素免疫測定法により測定し、雌雄胎子間で
比較した。雌雄判別のために、雌雄胎子間で
有意差がみられた妊娠月数において ROC 曲
線分析を用いてホルモン濃度の基準値を設
け、胎子の雌雄判別の的中率および検出率を
算出した。 
 
（３）正常犬と潜在精巣犬の精巣・精巣上体
の INSL3－同受容体システムの発現解析 
 性成熟期（6 ヵ月～12 ヵ月齢）、性成熟後
（1 才～5 才齢）および中年期（5 才～10 才
齢）の小型犬から精巣を採取した。精巣・精
巣上体の INSL3 と RXFP2 の mRNA 量をリ
アルタイム RT-PCR 法で測定する。また
INSL3 量を酵素免疫測定法で測定するとと
もに、産生細胞を同定するため、免疫組織化
学法を行った。 
 
（４）正常犬と子宮蓄膿症犬の卵巣・子宮内
INSL3－同受容体システムの発現解析 
 正常な雌イヌから卵巣・子宮を採取し、臨
床所見、卵巣の肉眼的形態とプロジェステロ
ン含量、子宮の組織所見等から、無発情期と
黄体期を判定した。採取した卵巣・子宮の
INSL3 と RXFP2 の mRNA 量をリアルタイ
ム RT-PCR 法で測定した。また INSL3 量を酵
素免疫測定法で測定した。また、INSL3 と
RXFP2 の発現細胞を同定するため、免疫組
織化学法および In situ hybridization 法を行っ
た。それらの結果を無発情期と黄体期で比較
した。また、子宮蓄膿症犬の卵巣・子宮も採
取し、上記の解析を行って、正常例の無発情
期・黄体期と比較した。 
 
（５）性成熟後の精巣ホルモン分泌における
INSL3 の役割の解明 
 ヤギの静脈内にカテーテルを留置し、15 分
間隔の 2 時間の頻回血液採取を行った。頻回
血液採取開始から 2 時間後にヤギの精巣内に
INSL3 拮抗剤を投与した。投与後 6 時間は 15
分間隔の頻回血液採取を行った。その後７日
間は 1 日 1 回の血液採取を行った。血漿中テ
ストステロン濃度を EIA 法で測定した。 
 
４．研究成果 
（１）精液性状不良牛および卵巣嚢腫牛の血
中 INSL3 濃度解析 
 

①精液性状不良牛と正常雄ウシの血中 INSL3
濃度の比較 
血中 INSL3 およびテストステロン濃度の

データを解析した結果、黒毛和種雄ウシの血
中 INSL3 濃度は性成熟期から性成熟後にか
けて増加するが、テストステロン濃度は顕著
に増加しないことがわかった。一方、精液性
状が不良（精子奇形や凍結融解後異常）であ
った雄ウシの血中 INSL3 およびテストステ
ロン濃度は、同時期の正常な雄ウシにくらべ
て、顕著な異常はみられないことがわかった。
なお、今回の結果では精液性状不良牛の例数
が少ないため、本研究は例数を増やして今後
も検討を続ける必要があると考えている。 
 
②卵巣嚢腫牛と正常雌ウシの血中 INSL3 濃
度の比較 
血漿 INSL3 濃度を酵素免疫測定法で測定

し、卵胞嚢腫牛と卵胞期の正常牛、また黄体
嚢腫牛と黄体期の正常牛をそれぞれ比較し
た結果、卵胞嚢腫および黄体嚢腫の血中
INSL3 濃度に異常はみられないことが判明し
た。 
 
（２）妊娠牛の母体の INSL3 測定による胎子
雌雄判別の検討 
ホルスタイン種妊娠牛の各妊娠月数にお

ける血漿テストステロン濃度の胎子雌雄差
については、4、5、7、8 ヵ月において、雄受
胎牛のそれは雌受胎牛に比べて有意に高い
値を示した。テストステロン濃度による胎子
雌雄判別の的中率は、妊娠 5 ヵ月（77～79%）
と 7 ヵ月（79～80%）で高かった。血漿 INSL3
濃度については、妊娠 2 ヵ月と 6 ヵ月におい
て、雄受胎牛の INSL3 濃度は、雌受胎牛のそ
れに比べて有意に高い値を示した。INSL3 濃
度による胎子雌雄判別の的中率は妊娠 6 ヵ月
が高かった（71%）。尿中テストステロン濃度
は、胎子の雌雄間で顕著な差はみられなかっ
た。 
黒毛和種妊娠牛の各妊娠月数における血

漿テストステロン濃度の胎子雌雄差につい
ては、妊娠 4、5、6、8 ヵ月の雄受胎牛の同
濃度は、雌受胎牛に比べて、有意に高い値を
示した。テストステロン濃度による胎子雌雄
判別の的中率は妊娠 5 ヵ月（77～82%）、6 ヵ
月（75～76%）および 8 ヵ月（75～89%）で
高い値を示した。血漿 INSL3 濃度については、
妊娠 4～8 ヵ月の雄受胎牛の INSL3 濃度は、
雌受胎牛のそれに比べて有意に高い値を示
した。INSL3 濃度による胎子雌雄判別の的中
率は妊娠8ヵ月で最も高かった（67%～79%）。 
妊娠中期・後期のテストステロンと INSL3

濃度 
ホルスタイン種および黒毛和種牛の妊娠

中期（4～6 ヵ月）・後期（7・8 ヵ月）の複数
時点の血中テストステロンと INSL3 濃度の
データを組合わせることによって、ホルスタ
イン種では 89.3%、黒毛和種牛では 88.0%の
的中率となった。 



以上の成績から、雄胎子を受胎したホルス
タイン種および黒毛和種牛の妊娠中期・後期
の母体血中テストステロンと INSL3 濃度は
雌胎子受胎牛のそれらよりも高いことが判
明した。妊娠中期牛の１時点の血中テストス
テロン濃度による雌雄判別の的中率は約
80%であった。さらに妊娠中期・後期の複数
時点の母体血中テストステロンと INSL3 濃
度を組合わせると、その的中率は 90%程度に
上昇した。 
 
（３）正常犬と潜在精巣犬の精巣の INSL3－
同受容体システムの発現解析 
正常な小型雄犬の精巣内 INSL3 の mRNA

濃度は性成熟期（6～12 ヵ月齢）から性成熟
後（1～5 歳齢）に、さらに壮齢期（5～10 歳
齢）にかけて有意に減少した。INSL3 受容体
の RXFP2 の mRNA 濃度は性成熟期から性成
熟後にかけて有意に増加した。 
潜在精巣犬の停留精巣の INSL3 の mRNA

濃度は正常犬の正常精巣よりも有意に高か
った。しかし、停留精巣の精巣重量は正常精
巣よりも有意に低いため（約 1/5）、停留精巣
の精巣1個当たりの総 INSL3 mRNA量および
総 INSL3 ペプチド量は、正常精巣に比べて有
意に低い値を示した。停留精巣の RXFP2 の
mRNA 濃度および総 mRNA 量はほとんど存
在しないレベルであり、正常精巣よりも極め
て低い値を示した。 

INSL3 の免疫染色を行った結果、正常精巣
および停留精巣ともに精巣間質（ライディッ
ヒ）細胞にのみ発現がみられた。 
上述したように、潜在精巣犬の停留精巣の

INSL3 mRNA 濃度は高く、INSL3 ペプチドの
免疫染色は明瞭であることから、停留精巣の
ライディッヒ細胞は十分量の INSL3 を発現
しているが、停留精巣容積が小さいために、
精巣１個当たりでは産生量は少なくなるこ
とが示唆された。INSL3 受容体の RXFP2 の
遺伝子は、潜在精巣犬の陰嚢内精巣では正常
に発現しているが、停留精巣では消失してい
ることが判明した。 
 
（４）正常犬と子宮蓄膿症犬の卵巣・子宮内
INSL3－同受容体システムの発現解析 
正常犬の黄体期の卵巣 INSL3 の mRNA 濃

度は、非黄体期のそれよりも有意に高い値を
示した。子宮蓄膿症罹患犬の卵巣 INSL3 の
mRNA 濃度は正常犬の黄体期と同程度の値
を示したが、非黄体期のそれよりも有意に高
い値を示した。正常犬および子宮蓄膿症犬の
卵巣と子宮の RXFP2 の mRNA 濃度は各群間
で有意な差はみられなかった。 In situ 
hybridization により卵巣の黄体や卵胞、子宮
の腺上皮と内膜上皮および子宮筋層に
RXFP2 の mRNA の発現がみられた。 
 
（５）性成熟後の精巣ホルモン分泌における
INSL3 の役割の解明 
精巣機能における INSL3 の役割を解明す

るため、INSL3 の拮抗剤を雄シバヤギの精巣
内に投与し、血中テストステロン濃度に及ぼ
す影響を調べたが、血中濃度の顕著な減少は
みられなかった。したがって、今回の実験に
おいては、INSL3 の精巣テストステロン分泌
における役割を解明することはできなかっ
た。 
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