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       要  約 

 
    乳牛の繁殖成績の改善には農家自身が客観的に判定できる発情周期の簡易診断技術

が有効である。そこで、生乳中のプロジェステロン測定キットを応用し、後搾りの生乳

を使った発情や黄体期の判定方法を検討した。検査には、キットのプレートを２連結ウ

ェルに切断して検査器具とし、同封されているプロジェステロン標準液１ng/mL を対照

とした。検査の判定は、発色液投入５分後の発色性と投入 30 分後の色調で行った。キ

ットを応用した簡易検査により１）発色液投入５分後に発色し 30 分後対照と同じ色調

を発情、２）投入５分後に発色せず 30 分後に対照より薄い色調を発情前後、３）５分

後に発色せず 30 分後に透明なものを黄体期と判定が可能であった。 
 
 

Ⅰ 緒  言 

  
乳牛の繁殖成績を改善するには、現場で客観

的に判断できる発情周期の簡易診断技術が有効

である。現在、発情を発見するための器具とし

て、歩数計を応用して発情時の歩数変動や首の

動作回数を測定する器具やヒートデレクターな

どが販売されているが、蹄病・関節炎による歩

行障害、つなぎ飼い・フリーストールなどの飼

養形態により単独の使用では発情の判定が困難

な状況である。そこでキット（牛乳中Ｐ測定キ

ット「ＫＭＫ」）を応用し、毎日搾乳する生乳を

使って酪農家自身ができる発情や黄体期の判定

方法について検討を行った。 
 

Ⅱ 材料および方法 

 
１ 検査の対象となる頭数および生乳 
 検査対象牛は、分娩後の発情周期回帰した 24

頭について、数日間隔で後絞り生乳（生乳）を

採取した。検査対象なる検体は、任意の１乳房

より採取し 15ml 試験管に投入した。生乳は５℃

の冷蔵庫に保管して１週間以内に測定を行った。 
２ 生乳中プロゲステロンの測定 

測定にあたり、検査 30 分前にキットに同封さ

れている各試薬および生乳を室温に置き、振り

混ぜて行った。測定は同封されている 4 種類の

プロジェステロン（Ｐ４）標準液および検体を、

キットのマニュアルに従い反応させ、Ｐ４標準

液の吸光度から検量線を作成し検体のＰ4 値を

求めた。 
３ 発情周期回帰牛におけるＰ４値の測定 

分娩後の発情周期回帰牛 24 頭について数日

間隔で生乳を採取し、キットにてＰ４値を測定

した。また、キットに同封されている４つの濃

度のＰ４標準液と生乳をマニュアルにより発色

液を投入するまで行い、時間の経過と発色性を

比較した。 
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Ⅲ 結  果 

 
１ 発情周期回帰牛におけるＰ４値の測定 

キットで測定した発情周期回帰牛２頭の生乳

中Ｐ４値の推移は、図１、２のとおりである。

Ｐ４値は周期的に変動推移し、妊娠の判定だけ

でなく発情・種付け・黄体期・繁殖障害の判定

が可能であった。 

妊鑑＋
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図１ 分娩後の生乳中プロジェステロンの推移（受胎牛）

 

妊鑑＋

図２ 分娩後の生乳中プロジェステロンの推移（不受胎牛）
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２ 発情前後の生乳中Ｐ４値の推移 
発情周期が回帰した 14 頭の発情前後４日間

の生乳中Ｐ４値は、発情前４日目 16.8±9.3ng/mL、
発情前２日目が 6.9±9.9ng/mL、発情日が 1.5±
0.4ng/mL、発情後２日目が 4.0±2.2ng/mL、発情

後 4 日目が 11.5±6.5ng/mL、と発情日が最も低

かった（図３）。また、キット測定時の発色液投

入 30 分後の色調は、発情日が最も空色が濃く、

その後次第に薄くなり、前後 4 日目には透明に

なった（図３）。 
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図３　発情前後の生乳中プロジェステロンの推移
　　　　注）平均値±標準偏差

３ Ｐ４標準液と生乳の発色性の比較 
発情日の生乳中Ｐ４値に最も近いＰ４標準液

１ng/mL と生乳の経過時間および発色性を比較

した。発色液投入５分後に標準液とＰ４値２

ng/mL 以下の生乳が空色に発色した（写真１）。

投入 13 分後では５分で発色した３つのウェル

の空色がより濃くなり、他は発色していなかっ

た（写真２）。投入後 25 分でＰ４値 10～15ng/mL
の生乳が発色した（写真３）。 

写真１ 発色性の比較（発色液投入５分後）

標準液１ng/mL

2.0

1.7

５分で発色

 

標準液１ng/mL

写真２ 発色性の比較（発色液投入１３分後）
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標準液１ng/mL
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写真３ 発色性の比較（発色液投入２４分後）

24分で発色

  

４ キットを応用した簡易検査 
１）簡易検査器具の作成 

キットのプレート（96 ウェル ８連結ウェル

×12）の連結部をハンダゴテで焼き、２連結の

ウェルに切断して検査器具を作成した。Ｐ４標

準液を入れるウェルにマジックで印を付けた

（図４、）。 

図４ 検査器具の作製

①ハンダコテでプレート連結部を切断

②２連結ウェル

① ②

表１ 発情周期の簡易検査の検査方法

１．検査用器具の作製

１）キット内プレート８連結ウェルを2連結に切断

２）標準液をいれるウェルに印を付ける

２．検査手順

１）印のウェルに１ng/mL標準液10μL投入

２）他方ウェルに検体の生乳10μL投入

３）キットのマニュアルに従い発色液まで投入

３．判定手順

１）発色液投入 ５分後に発色性を判定

２）発色液投入30分後に色調を判定

 

２）簡易検査の検査方法 
２連結のウェルの印を付けた側のウェルにＰ

４標準液１ng/mL を 10μL、他方に生乳を 10μL
入れた。キットのマニュアルに従い、発色液 200
μL を投入した（表１）。 
３）簡易検査の判定手順および判定基準 
 検査の判定は発色液投入５分後の発色性と

30 分後の色調で行った。 
キットを応用した今回の簡易検査では発色ま

での時間および色調を肉眼で判定した。発色液

５分投入後に発色し 30 分後に対照のＰ４標準液

１ng/mL と同じく濃い色調を発情、投入後 5 分

では発色せず 30 分後に対照より薄い色調を発

情前後、５分後に発色せず 30 分後に透明なもの

を黄体期と判定できた（表２）。 

表２ 発情周期の判定基準

検査結果 発色性と色調 判定

5分で発色

30分後に 発情

標準液と同じく濃い

5分で発色しない

30分後に 発情前後

標準液より薄い

5分で発色しない

30分後に透明 黄体期

検体 標準液

４）簡易検査の応用 
 簡易検査は必要に応じて２日間隔で２～３回

実施し、結果の組み合わせから総合的に発情周

期を判定することが可能であった（表３）。 

　表３　発情周期の簡易検査

初日 2日後 4日後 判定 対応

濃い 薄い 発情が終わり黄体形成 経過観察

濃い 透明 発情が終わり黄体形成 経過観察

濃い 濃い 濃い 排卵障害や卵胞のう腫 要治療

薄い 濃い 発情中 種付け

薄い 濃い 薄い 発情終了 発情終了

薄い 薄い 薄い 黄体形成不全の疑い 要治療

透明 透明 透明 黄体期 経過観察

透明 薄い 濃い 発情 種付け

検査結果（色調） 簡易判定

 

Ⅳ 考  察 
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高泌乳牛は、泌乳の能力を最大限に引き出す

ため栄養不良や発病などが原因で繁殖機能回復

が遅れ、その結果発情周期の回帰が不明瞭にな

りやすい。最近では生乳中の体細胞数のペナル

ティ制度により、酪農家の繁殖に関する観察不

足や対応が遅れがちになっている。 
今回、現場で客観的に判断できる発情周期の

簡易診断技術を開発するため、酪農家が容易に

材料を採取でき、搾乳作業時間（２時間）の間

に判定ができる検査方法を検討した。牛乳中の

Ｐ４値の測定は、黄体面積と相関があり１）、黄

体のＰ４分泌機能を知るための有効な方法であ

るものの２）、測定結果を判明するまでに時間を

必要とする。今回用いたキットは妊娠判定用と

して販売され、広く研究者に発情周期診断の指

標として利用されている。血中や生乳中のＰ４

値の推移から、発情や繁殖機能診断が可能との

報告がある３.４.５６）。そこで、キットを応用して

簡易検査および判定方法を作出した。1 回の検

査で、発情周期の発情、発情前後、黄体期のい

ずれの時期にあるかを判定できるが、正確に発

情前か後かの判定には２～３回の検査が必要で

ある。今後は、現場普及を視野に入れ、微量の

生乳、発色液などを正確に計量し投入する方法

や検査器具の改良等を検討していく必要がある。 
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The simple diagnosis technic of estrous cycle phase which a dairy farmer himself can judge objectively is 
effective for the improvement of the reproductive performance of the dairy cattle. So a progesterone 
concentration kit using raw milk was applied to judge estrous cycle phase. The plate of the kit is cut in 2  
connection wells, respectively consist of inspection progesterone standard liquid (1ng/mL) and raw milk 
sample. The decision of the inspection went by coloring after the 5 minutes of addition 30 minutes color tone. 
The estrous cycle can be distinguished in three of the following standard by examining its time and color tone. 
1) It can be judged estrous phase if a coloring begins in 5 minutes and the same color tone level of the contrast 
after 30 minutes. 2) It can be distinguished before or after the estrous by 30 minutes if it is thin in comparison 
with the contrast though it colors doesn't react even if a coloring liquid is thrown and it passes for 5 minutes.3) 
It can be judged a luteal phase if a color tone is transparent even if 30 minutes pass after a coloring liquid is 
thrown. 
 


