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現在，全世界で生産されている生乳は，年間約 7億 t

であり，世界的にその需要は拡大の一途を辿っている。

一方で，乳牛の繁殖成績の低下が問題となっている

(Dochi et al., 2010)。その大きな原因の一つ としては，人

工授精や胚移植などを用いた繁殖プログラムの基盤情報

となる発情時期の主な診断手法が，発情行動 ・徴候観察

(Lopez et al., 2002)等の目視観察による方法であること

が挙げられる。同手法は，再現性，客観性に乏しく， 多

大な時間や労力， 知識や経験を必要とするため，発情の

見逃しや誤診断が生じ，空胎期間の延長，乳生産量の低

下，屠殺処理に繋がる危険性が指摘されている (Van

Vliet. 1996)。そのため近年では，様々な電子自動診断技

術が開発されているが (Rorieet al., 2002; Saint-Dozer et 

al., 2012). 繁殖成績を向上させ，かつ酪農業における経

済状況に見合っ た，効率的で高精度な診断技術として一

般的に普及するにはまだ様々な課題が残っている。

が行われており，血清中，尿中，乳中などの性ホルモン

濃度を測定することで，行動 ・徴候観察を行わずに乳牛の

性周期を追跡する手法の報告がされている (Christensen

et al., 1974 ; Roelofs et al., 2006 ; Narendran et al., 1979 ; 

Lopez et al., 2002 ; Domenech et al., 2011 ; Nelson et al., 

1963)。しかし，性ホルモン測定は，エンザイムイ ムノ

ァッセイやラジオイムノアッセイ，クロマトグラフィー

質量分析，高速液体クロマ トグラフィー等，多様な測定

手法が挙げられるが (Nakagomiet al., 1999; Lopez et al., 

2002 ; Biddle et al., 2007 ; Zou et al., 2012), 多大な時間や

労力，薬品を要するために，酪農業に応用することは容

易ではない。

そこで本研究では，迅速，簡便かつ安価な近赤外分光

法およびアクアフォ トミクスに着目した (Robertset al., 

2004 ; Tsenkova, 2009)。近赤外分光法は， 700-2500nm

が波長領域である近赤外光とサンプルとの相互関係を分

析することでサンプルに内在する情報を得る手法であ

る。近赤外光は非常に低いエネルギーを持つ電磁波であ

るため，対象サンプルに対する影響は極めて小さ く，生

一方でプロジェステロンやエストロジェンに代表さ

れる性ホルモンと乳牛の発I胄との関係性についての研究
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図 1EIA法により測定した血清中恥濃度変化

(a)発情同期牛群および (b) コントロール牛群

体などの非破壊分析に非常に有用である。また，アクア

フォトミクスは，様々な物質と水分子と光の相互関係を

分析し，迅速かつ包括的に生体の情報を得るという新た

な科学の概念である。同手法を用いた既往研究として

は，生乳中の成分分析 (Tsenkovaet al., 2000), 乳牛におけ

る乳房炎診断 (Tsenkovaet al., 2006 ; 2009 ; Morita et al., 

2013)があり，近年では，ジャイアントパンダ (Kinoshita

et al., 2012)およびオランウータン (Kinoshitaet al., 2014) 

の尿スペクトルから水分子構造が尿中物質濃度を反映し

ていることが示唆され，迅速かつ非破壊による絶滅危惧

動物の発情診断への応用可能性が示された。

以上より，本研究では，乳牛の繁殖成績および生産率

向上のための発情診断手法の開発を目的する。本稿で

は，近赤外分光法およびアクアフォトミクスを用いた迅

速簡便かつ正確な乳牛の乳中性ホルモン濃度水準の診

断可能性に関する検討結果について述べる。

2. 供試材料および測定サンプル

(1) 供試材料

本研究では，淡路農業技術センターで飼養されている

計23頭の乳牛（ホルスタイン種）を供試牛として用いた。

内17頭（牛 A~Q)は，ホルモン剤により発情誘起され

た発情同期牛群とし，残りの 6頭（牛 R~W) について

は，非発情時期のコントロール牛群とした。

(2) 乳サンプルの採材方法および期間

乳サンプルは，前搾り乳および生乳とした。前搾り乳

は， ミルカーによる搾乳の直前に手搾りにより得られる

個体乳であり，前搾り乳サンプル採材後にミルカーによ

り搾乳された個体乳を生乳サンプルとした。また，前搾

り乳サンプルは，牛D~W(計20頭）から採材し，生乳

サンプルは，牛A~W(計23頭）から採材した。各乳サ

ンプルは，採材日の午前と午後に 2回ずつ採材した。乳

サンプルの採材期間は，発情予定日を中心に前後 1週間

（計 14日）連続で行った。

(3) 血清サンプルの採材方法および期間

血清サンプルは，各供試牛から 45mL採血し， 37℃で

30分間温置した後に 0℃, 3000rpmの条件下で， 15分

間遠心分離を行い精製した。採材期間は，ホルモン処置

に従い，特徴的な性ホルモンの変動を観察できる範囲で

採材した。採材は全て淡路農業技術センター内で行い，

採材後は一20℃でサンプルの保存を行い，分析の際に神

戸大学生体計測工学研究室へ移送した。

3. EIA法による血中プロジェステロン測定

乳牛の性周期は約 21日間であり，その中で卵巣内に

黄体が形成され，血中プロジェステロン濃度（以下， P4

濃度）が高い値を保つ時期（以下，高恥期）と黄体が退

行して低い値を保つ時期（以下，低恥期）があり，高P4

期と低恥期の境界では，恥濃度の急低下が観察される。

発情は，血中恥濃度の急低下が起きた 3~4日後（人工

授精適期）に発生する (Roelofset al., 2006 ; Pemberton 

et al., 2001)。また，血中恥濃度と乳中凡濃度の間には

高い相関関係があることから (Dobsonet al., 1976 ; 

Meisterling et al., 1987), 乳中凡濃度変化を診断するこ

とが，酪農家が搾乳業務中に乳牛の発情時期を診断する

のに有用であると考えられる。

そこで本研究では，乳サンプルの採材期間中の発情同

期牛とコントロール牛における発情の有無を確認するた

めに全ての血消サンプルについて， Kinoshitaら(2012)

の手法を基に，エンザイムイムノアッセイ (EIA)法に

より，マイクロプレートリーダー (iMark: Bio-Rad 

Laboratories Inc)を用いて血清中 P註農度測定を行った。

また，本手法におけるアッセイ内変動係数およびアッセ

イ間変動係数はそれぞれ6.7%と3.4%であった。

その結果発情同期牛群では発情同期プログラムに

従った高恥期および低恥期がEIA法により測定され

た恥濃度から確認され，コントロール牛では発情同期

牛とは異なるホルモン動態が確認された（図 1)。

4. 乳サンプルの近赤外スペクトル測定および解析

(1) 近赤外スペクトル測定方法

乳サンプルのスペクトル測定前に，乳サンプルを 4℃

にて解凍後 6分間 40℃で加温した。その後保存の影



142 (12) 農業食料工学会誌第 77巻 第 3号 (2015)

(a) 

c
 

赳
栄
宍

[
l

＾
 

牛

B
C
D
E
F
G
H
ー

J
K
L
M
N
O
P
O
R
S
T
u
v
w

=＝
＝―-＝＝―
-＝＿＿
＿＿-=
 

匹 1000 i函

波長(nm)

2000 2500 

c
 

迩
栄
宍
[
-

一午莉
一 午後 (b) 

函 1000 1500 

波長(nm)

2000 2500 

図 2 乳サンプルの生スペクトルと個体差および搾乳時間によるベースライン変動

(a)生乳（午後）， (b)前搾り乳（午前／午後）

響で分離・凝集した乳サンプル中の脂肪を均ー化するた

めに，シリンジと 20GX11/2"の注射針を用いてサンプ

ル全体を均質化し，近赤外分光器 (XDS:FOSS)の液体

分析用モジュール (RapidLiquid Analyzer : FOSS)を用

いて，透過法による近赤外スペクトル測定を行った。測

定波長領域は 400-2500nm (測定間隔は 0.5nm)であり，

光路長 1mmの石英キュベットセルを用いて 1サンプル

につき 3回連続でスペクトルを測定した。

(2) 近赤外スペクトル解析

本研究では，EIA法による血清中恥濃度測定の結果

から，発情同期牛群において凡濃度が急低下を中心と

する前後 4日間をそれぞれ高己期と低巳期と設定し，

各期における乳スペクトルを高因期スペクトル，低 P4

期スペクトルとして分類した。コントロール牛について

も，同時期の乳サンプルのスペクトルを発情牛と同様に

解析に用いた。

(3) 乳サンプルの生スペクトル

生スペクトルから，供試牛の個体差，サンプル乳中成

分の影響からベースラインの変動が観察された（図 2)。

特に乳中の脂肪量は，光の散乱因子として，ベースライ

ン上昇に大きな影響を与える (Tsenkova,2000)。この

ため，生乳および前搾り乳のうち午前に搾乳されたサン

プルのスペクトルと午後のそれらを比較すると，特に解

析波長領域である 1300-1600nm付近で脂肪含有量の大

きい午後に搾乳されたサンプルの方が高い吸光度を持つ

スペクトルが得られたため，次項から生乳（午前），生乳

（午後），前搾り乳（午前），前搾り乳 （午後）の 4種類の

各乳サンプルでスペクトル解析を行った。

(4) 差スペク トルによる恥濃度変化に関係する波長

の抽出

近赤外分光器により 3回連続で測定された各乳スペク

トルを平均し，ランダムノイズ低減のために平滑化を

行った後，ベースライン補正として MSC(Multiplicative 

Scattering Correlation)を適用した。その後，高い期 と

低因期の各乳スペクトルを平均し，差スペクトル（高

恥期—低 P1 期）を算出した。

各乳スペクトルから算出した差スペクトルから Leave-

one-cow-out法を用いて.pバ農度変化に関係する波長を

抽出した。Leave-one-cow-out法とは，サンプル群から

供試牛一頭分のサンプルを除き，残りの全供試牛のサン

プルの差スペクトルを平均し， Savitzky-Golay法に甚づ

く二次微分を適用することで， ピークを示す波長領域を

探索し，全供試牛の頭数回ループすることにより，再現

性の高い波長領域を抽出する手法である。本研究におい

ては，前搾り乳サンプルにおいては 20ループ，生乳サン

プルにおいては 23ループで解析を行った。また，全ルー

プの 80%以上で抽出された各波長領域において．最も

抽出された回数が多い波長を恥濃度変化に関係する代

表波長とした。

Leave-one-cow-out法によって抽出された代表波長

は，生乳（午前）が9波長，生乳（午後）が8波長，前

搾り乳（午前）が 15波長前搾り乳（午後）が6波長で

あった（表 1)。また．抽出された代表波長は，全ループ

の 92%以上で抽出されており，代表波長からのシフト

も前後 1.00士0.65nm以下のため．抽出された代表波長

は恥濃度変化に関係の深い波長群であると見なした。

(5) 恥濃度変化に関係する波長を用いたアクアグラ

ムによる Pバ農度診断

Leave-one-cow-out法により抽出された代表波長を用

いて，アクアグラムによる恥濃度診断を行った。アク

アグラムとは．次式により特定波長の吸光度を標準化し

た値（アクアグラム値）をレーダーチャートとして固示

したものである。これにより高恥期と低巳期を視覚

的に比較することが可能となる。

Aqg;,,;= 
!;,,; ー Iu

6u 
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＿＿＿―-高P,期（コントロール牛群は同時期）

低P,期（コントロール牛群は同時期）

図 3 前搾り乳（午前）のアクアグラム

(a)発情同期牛群および (b)コン トロ ール牛群

表 1 サンプル種ごとの高恥期と低恥期でアクアグラム

値に有意差が認められた波長群およびその組合せ

生乳（午前） 生乳（午後） 前控り乳（午前） 前控り乳（午後）
波長 (nm) 波長 (nm) 波長 (nm) 波長 (nm)

1363 5 1305.5 1326 1429 
1407 1326 1414 1447.5 
14435 1414 1423.5 1475 

1423.5 1453.5 
1431.5 1464.5 

1473 
1467.5 (-) 1488 1483 1525 
1480 (-) 1500 1493 1561 5 
1490 1536 1506 1580 
1504 1550 1522 
1534 5 1566 1540 
1551 1555 

1568 5 
15845 
1595.5 

二高P4期に低P4期よりも有意にアクアグラム値が高かった波長

［二 低p•期に高p•期よりも有意にアクアグラム値が高かった波長

(-) 有意差が認められなった波長

Aqg;,, え：牛 iの ,lnmにおける第 n日目のサンプルの

アクアグラム値

!;,,, : 牛 iの ,lnmにおける第 n日目のサンプルの

吸光度

!;, : 牛 iの,lnmにおける全サンプルの吸光度の

平均

卯： 牛 iの,lnmにおける全サンプルの吸光度の

標準偏差

アクアグラムに よる因濃度診断の結果，各乳サンプ

ルについて，各波長で高恥期と低恥期の間にアクアグ

ラム値の差がみられ，大部分の発情同期牛が同 じ差のパ

ターンを示している ことがわかった（図 3)。これらにつ

いて， t検定（有意水準 5%)を行った結果，発清同期牛

群では，生乳（午前）の 1467.5nmおよび 1480nm以外

の波長において有意差が認められた（表 1)。しかし，コ
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図 4 サンプル種別のアクアグラムの Pバ農度診断感度

および特異度

ントロ ール牛群では全波長で有意差が認められなかった

ため，発情同期牛群から得られた代表波長における高

凡期と低以期の差のパターン（以下， 巳 診断パタ ーン）

を用いて．感度と特異度 2つの指標により，アクアグラ

ムによる乳中巳濃度変化診断の精度を検討した。

感度（％）

巳診断パタ ーンを示した発情同期牛数

全ての発情同期牛数

X 100 (%) 

特異度（％）＝

巳 診断パタ ーンを示 さなかったコン トロ ール牛数

全てのコン トロール牛の頭数

XlOO (%) 

2つの指標の値を算出した結果，特に前搾り乳（午前）

を用いた場合に 78%以上の感度および83%以上の特異

度を得る ことができた（図 4)。また，生スペク トルなど

から，牛ごとの顕著な個体差が認められたが，代表波長

を用いたアクアグラムに関しては，異なる個体の間で共

通した結果を得ることができたことからも，本手法の有

用性が示された。

(6) 乳牛と他種動物とのアクアグラムの結果比較

本研究でアクアグラムに用いた波長群およびその結果

と， Kinoshitaら (2012; 2014)がジャイアン トパンダお
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亡コ 3種の動物間で発情期に共通して
支配的であった波長範囲

図 5 乳近赤外スペクトルを用いたアクアグラムによる発情診断の結果とその共通波長

(a)乳牛の乳.(b)ジャイアントパンダの尿，(c)オランウータンの尿

よびオランウータンの尿を用いた発情診断を行う際にア

クアグラムに用いた波長群およびその結果を比較した。

乳牛においては低 P4期が発情時期およびその付近であ

ることを考慮すれば，乳牛，ジャイアン トバンダ，オ ラ

ンウ ータンの 3種で共通して，発情時期には 1480-1510

nm付近の吸光度が非発情時期よりも大きくなるという

点で共通していた（圏 5)。また波長の帰属から，発情時

期に体液中では，より水素結合の強固な水分子構造 (S4)

(Tsenkoba, 2009)が支配的になる可能性が示唆された。

これらの結果から，乳牛のみならず，複数以上の種に

対して本手法が有用であるという可能性も示された。

5. お わ り に

本報告では， 乳牛の繁殖成績および生産率向上のため

の発情診断手法開発を目指し，その基礎段階として，近

赤外分光法およびアクアフォトミクスを用いた，迅速，

簡便かつ正確な乳牛の乳中性ホルモ ン濃度水準の診断可

能性を検討した。その結果，特に，水の第一倍音領域の

情報が豊富に含まれる 1300-1600nmの範波長範囲か

ら，発情と密接な関係のある性ホルモンである恥濃度

の変化に関係があると考えられる波長を抽出し，ア クア

グラムを用いることで恥濃度の変化を診断できる可能

性を示した。また診断には水分子構造の変化が重要な情

報である可能性も示唆された。さらに，他種動物にも同

様の手法が応用できる可能性も示された。

一方より多くの供試牛を用いて結果の再現性を検討

していくことが本研究の今後の課題である。その上で，

選択的波長のみを用いた乳サンプルによる発情診断が可

能であることを立証できた暁には，日々の搾乳業務の中

で簡単に利用できるような高精度でかつ簡易でかつ安価

な発情診断装置の開発が期待できる。そのような装置を

実現することができれば搾乳業務と同時に採材を行う

ことができるという点で時間や労力の問題が軽減され，

酪農家にとって非常に有用なものとなるだろう 。さら

に，搾乳ラインに乳中性ホルモンア ッセイによる自動モ

ニタリングシステムを組み込むことで発情診断を行う技

術なども提唱されており (Saint-Dizeret al., 2012), 本研

究で用いた手法を自動モニタリングシステムに組み込む

といった期待もできるのではないだろうか。

また，様々な動物へ本手法を応用することで，畜産動

物の生産生向上や絶滅危惧動物保全などに大きく貢献で

きるものと考えられる。
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