
（15）

で育成期の馬に対して長日処理を実施した結果、
性腺機能の早期賦活化や冬毛の脱毛を早め、さら
に筋肉量を増加させることが報告がされた[45、
50]。日本の馬生産や育成現場では、温暖な気候で
ある南国で育成された馬は、寒冷な気候である北
国で育成された馬よりも成長が早いことが一般的
に知られていた。Mizukamiら（2015）が宮崎と日
高における自然光下でのサラブレッド育成馬の成
長を比較した研究では、日高で育成された馬より
も宮崎で育成された馬の成長が早いことが報告さ
れている[45]。加えて、宮崎で育成した馬では、日
高で育成した馬に比べて、雄馬では精巣機能の早
期賦活化、雌馬では早期排卵が起こると報告され
た。
　本研究では、これまで明らかにされていない宮
崎で育成されるサラブレッド育成馬に対する長日
処理の効果を観察し、成長促進、性腺機能賦活化お
よび被毛変化について明らかにすることを目的と
した。結果は、日高で育成された育成馬と比較し、
併せて育成馬に対する長日処理の効果のメカニズ
ムを明らかにする目的で、内分泌学的変化を観察
した。

材料および方法
供試馬
　成長と性腺機能の評価に関する研究には、北海
道と青森県で生まれた48頭のサラブレッド種を
用いた。実験に際しては、2群に分けて、24頭（雄12
頭、雌12頭）を温暖な気候のJRA宮崎育成牧場

（31°90’Ｎ, 139°42’E）、残りの24頭（雄12頭、雌
12頭）を寒冷な気候のJRA日高育成牧場（42°17’
Ｎ, 142°72’E）で1歳の8月下旬から2歳の4月ま
で飼育した。実験開始時、供試馬は19ヶ月齢～
22ヶ月齢であった。

長日処理
　馬房（3.6 x 3.6m）の天井に100ワットの白色電
球を設置し、明期14.5時間、暗期9.5時間の照明条
件を人工的に作出した。照明の強さは、馬の顔の位
置で約100ルックスとした。長日処理は、1歳の12
月20日から2歳4月10日までの4ヶ月間、宮崎育成
牧場の12頭（雄6頭、雌6頭）と日高育成牧場の12

頭（雄6頭、雌6頭）に実施した。残りの宮崎育成牧
場の12頭（雄6頭、雌6頭）と日高育成牧場の12頭

（雄6頭、雌6頭）は対照群として自然光下で飼育し
た。

被毛の評価
　被毛の評価に関する研究には、宮崎育成牧場（長
日処理群の雄12頭、雌49頭と、対照群の雄12頭、
雌12頭）と日高育成牧場（長日処理群の雄48頭、雌
49頭と、対照群の雄12頭、雌12頭）で飼育された
計206頭を用いた。

採血
　1歳の11月から2歳の4月まで、9時から12時ま
での間に月1回頸静脈からヘパリン加採血管を用
いて約10mL採血した。血漿は測定まで-20℃で保
存した。

成長の指標
　成長の指標として、体重（Weight）、体高（Height）、
胸囲（Girth）および管囲（Cannon）を1歳の12月か
ら2歳の4月まで1ヶ月に1回測定した。成長を比較
する目的で、4種類の指標の増加率（4月の値/12月
の値x100）を算出した。

被毛の評価
　被毛の評価は2歳の3月に行い、3名の評価者が
全ての馬を長日処理の有無を知ることなく無作為
に評価した。“良い”を3点、“普通”を2点、“悪い”を1
点とする3点法で採点し、平均点を算出して両群
を比較した。

ホルモンの測定
　プロラクチン、黄体形成ホルモン（LH）および 卵
胞刺激ホルモン（FSH）は、馬用二抗体法ラジオイ
ムノアッセイによって測定した[17]。プロラクチ
ンの測定には、第一抗体として抗馬プロラクチン
血清（AFP-261987）、標識用および標準ホルモン
として精製馬プロラクチン（AFP-8794B）を用い
た。LH の測定には、第一抗体として抗馬LH血清

（AFP-2405080）、標識用および標準ホルモンとし
て精製馬LH (AFP-50130A)を用いた。FSH の測定

には、第一抗体として抗馬FSH血清（AFP-2062096）、
標識用および標準ホルモンとして精製馬FSH 
(AFP-5022B) を用いた。測定内および測定間変動
は、プロラクチンが7.1% と 9.8%、LHが 12.6% と
15.1%、FSHが 4.9% と 12.2% であった。
　インスリン様成長因子1（IGF-1） は、ヒト用二抗
体法ラジオイムノアッセイによって測定した
[14 ]。第一抗体には、抗ヒトIGF - 1血清(AP  
4892898)、標識用および標準ホルモンとして精製
ヒトIGF-1 (Lot#090701) を用いた。測定内および
測定間変動は、2.7% と14.8%であった。
　プロジェステロン、テストステロンとエストラ
ジオール-17β は、ヨード125で標識したホルモ
ンを用いた二抗体法ラジオイムノアッセイによっ
て測定した[57]。第一抗体としては、抗プロジェス
テロン血清（GDN 337）[26]、 抗テストステロン血
清（GDN 250）[25]、抗エストラジオール-17β 血
清（GDN 244）[41]を用いた。測定内および測定間
変動は、プロジェステロンが 7.3% と14.3% テス
トステロンが 6.3% と7.2% およびエストラジ
オール-17βが 6.7% と17.8% であった。

初回排卵日の決定
　血中プロジェステロン濃度が初めて1ng/mL以
上の値を示した日の1週間前の日を、初回排卵日
と判断した[44、46]。

統計処理
　血中ホルモン濃度は、平均値± 標準誤差 (SEM)
で示した。2点間の比較には、F-test の後Student’s  
t-testを用いた。分散が均一でない場合にはWelch
のt-testを用いた。ホルモン濃度の比較には、二元
配置の分散分析の後post-hoc テスト（Bonferroni 
post test）を用いた。P < 0.05 で統計的に有意と判
定した。

結果
宮崎育成牧場で飼育した雄育成馬
　4つの成長指標の増加率を、Fig.1aに示した。体
重（Weight）、体高（Height）、胸囲（Girth）および管
囲（Cannon）のいずれの増加率も、長日処理群と対
照群の間で有意差は認められなかった。長日処理

群と対照群の1歳11月から2歳4月におけるプロラ
クチン、LH、FSH、IGF-1、テストステロンおよびエ
ストラジオール-17βの血中濃度の変化を、Fig.2
に示した。血中プロラクチン濃度は、長日処理群で
は12月から上昇を開始し、2月に急上昇した。血中
プロラクチン濃度は、12月から4月まで長日処理
群が対照群と比較して有意な高値を示した

（Fig.2a）。血中LH濃度は、長日処理群では、11月か
ら4月まで基底値（0.16～0.54ng/mL）のままで推
移した。対照群では、1月以降上昇したが両群間に
有意差は認められなかった(Fig.2b)。血中FSH

（Fig.2c）及びテストステロン濃度（Fig.2e）は、4月
には長日処理群が対照群と比べて有意な低値を示
したが、他の月では両群間に有意差は認められな
かった。血中IGF-1濃度は、11月から4月まで、対照
群が高い傾向を示したが、両群間に有意差は認め
られなかった（Fig.2d）。血中エストラジオール-17
β 濃度は、1月から4月まで対照群が高い傾向を示
したが、両群間に有意差は認められなかった

（Fig.2f）。

宮崎育成牧場で飼育した雌育成馬
　4つの成長指標の増加率を、Fig.1bに示した。体
重と管囲の増加率は、長日処理群が対照群よりも
有意な高値を示した。結果はFig.には示していない
が、2月では、4項目（体重、体高、胸囲、管囲）の全て
において長日処理群が対照群より有意な高値を示
した。長日処理群と対照群の1歳11月から2歳4月
におけるプロラクチン、LH、FSH、IGF-1、プロジェ
ステロンおよびエストラジオール-17βの 血中濃
度の変化を、Fig.3に示した。血中プロラクチン濃
度は、1月と2月には長日処理群が対照群と比較し
て有意に高い値を示したが、4月には対照群の方
が有意に高い値を示した（Fig.3a）。血中LH濃度は、
対照群では4月まで基低値で推移したが、長日処
理群では1月から上昇が認められた。2月以降は長
日処理群が高い値を示したが、個体差が大きく両
群間に有意差は認められなかった（Fig.3b）。血中
FSH濃度は、3月と4月に長日処理群が対照群より
有意に高い値を示した（Fig.3c）。血中IGF-1濃度は、

両群間で有意差は認められなかった（Fig.3d）。血
中プロジェステロン濃度は、両群とも11月から1
月まで基低値を示したが、対照群が長日処理群よ
りも有意に高い値を示した。2月には、長日処理群
の数頭で血中プロジェステロン濃度が上昇し、3
月と4月にも高値を示したが、対照群は4月まで基
底値のままであった。2月以降、長日処理群の血中
プロジェステロン濃度が対照群よりも明らかな高
値を示したが、個体差が大きく有意差は認められ
なかった(Fig.3e、Fig.4ab)。血中エストラジオール
-17β 濃度は、対照群では2月から上昇を示した
が、長日処理群では1月には高値を示し、4月まで
高値を維持した。11月、1月と2月には、長日処理群
が対照群よりも有意な高値を示した（Fig.3f）。初回
排卵の時期については、Fig.4に示した個体ごとの
血中プロジェステロン濃度の変化によって推定し
た。対照群では6頭中2頭（33.3％）のみが4月以前
に排卵したが（Fig.4a）、長日処理群では6頭中5頭

（83.3％）が排卵した（Fig.4b）。

日高育成牧場で飼育した雄育成馬
　4つの成長指標の増加率を、Fig.5aに示した。長
日処理群における体重と体高の増加率が、対照群

よりも有意に高い値を示した（Fig.5a）。
　長日処理群と対照群におけるプロラクチン、
LH、FSH、IGF-1、テストステロン、エストラジオー
ル-17βの 血中濃度の1歳9月から2歳4月までの
変化をFig.6に示した。血中プロラクチン濃度は、
対照群では2月から4月の間に上昇したが、長日処
理群は1月から上昇し始め4月まで高値を示した。
1月と2月には長日処理群が対照群と比較して有
意な高値を示した(Fig.6a)。血中LH濃度は、対照群
では4月まで低値で推移したが、長日処理群では1
月から4月にかけて上昇が認められた。しかし、両
群間に有意差は認められなかった(Fig.6b)。血中
FSHおよびIGF-1濃度は、長日処理群で高い傾向を
示したが、両群間で有意差は認められなかった
(Fig.6c、6d)。血中テストステロン濃度は、対照群で
は3月から上昇したが、長日処理群では1月から急
激に上昇して4月まで高値を維持した。しかし、個

体差が大きいため、両群間に有意差は認められな
かった（Fig.6e）。血中エストラジオール-17β 濃度
は、対照群では2月から4月にかけて緩やかに上昇
したが、長日処理群では1月から上昇し始め、3月
には対照群と比較して有意な高値を示した

（Fig.6f）。

日高育成牧場で飼育した雌育成馬
　4つの成長指標の増加率を、Fig.5bに示した。長
日処理群では、体高の増加率が対照群よりも有意
に高い値を示した（Fig.5b）。長日処理群と対照群
のプロラクチン、LH、FSH、IGF-1、プロジェステロ
ン、エストラジオール-17βの血中濃度の1歳9月
から2歳4月までの変化を、Fig.7に示した。血中プ
ロラクチン濃度は、対照群では3月から緩やかに
上昇したが、長日処理群では1月から上昇し、4月
まで高値を維持した。1月と2月には、対照群と比
較して有意な高値を示した（Fig.7a）。血中LH濃度
は、対照群では4月から上昇したが、長日処理群で
は2月から上昇が認められた。長日処理群におけ
る個体差が大きいため、両群間に有意差は認めら
れなかった（Fig.7b）。血中FSH濃度は、両群とも12

月からわずかに上昇したが、対照群では4月まで
低値を維持した。長日処理群は2月から再び上昇
し、3月には対照群と比較して有意な高値を示し
た(Fig.7c)。血中IGF-1濃度は、両群間で有意差は認
められなかった(Fig.7d)。血中プロジェステロン濃
度は、対照群では4月から上昇する傾向を示した
が、長日処理群では2月から上昇した。しかし、長
日処理群における個体差が大きいため、両群間に
有意差は認められなかった(Fig.7e)。血中エストラ
ジオール-17β 濃度は、対照群では3月から上昇し
たが、長日処理群では1月から上昇し、4月まで高
値を維持した。両群間に有意差は認められなかっ
た（Fig.7f）。初回排卵の時期については、Fig.8に示
した個体ごとの血中プロジェステロン濃度の変化
によって推定した。対照群では6頭中2頭（33.3％）
が4月以前に排卵したが、長日処理群では2月から
排卵し、6頭全頭（100％）が4月以前に排卵した

（Fig.8）。

被毛の変化
　2歳の3月(長日処理法実施後3ヶ月)に撮影した
両群の代表的な写真をFig.9に示した。
　また、各群の被毛の評価点の平均値を、Fig.10に
示した。宮崎（雄Fig.9A；雌Fig .9C）と日高（雄
Fig.9E；雌Fig.9G）における対照群では、冬毛が残っ
ていたが、長日処理群の雄（宮崎Fig .9B；日高
Fig.9F）と雌（宮崎Fig.9D；日高Fig.9H）では冬毛の
脱毛が進んでいた。被毛の評価点は、日高の雄

（Fig.10A）と雌（Fig.10B）、宮崎の雄（Fig.10C）と雌
（Fig.10D）において、長日処理群が対照群と比較し
て有意な高値を示した。

考察
　本研究では、宮崎で育成したサラブレッド育成
馬に初めて長日処理を実施し、成長、内分泌機能、
性腺機能および被毛の変化を日高で育成した馬と

比較した。本研究の結果から、日本の南に位置する
温暖な気候の宮崎と、北に位置する寒冷な気候の
日高で育成した馬に対する長日処理の効果の違い
が明らかとなった。長日処理による成長促進と性
腺機能の促進効果は、日高で育成した馬では、雌雄
馬共に認められた。しかし、宮崎で育成した馬で
は、雌では長日処理による成長促進と性腺機能の
促進効果が認められたが、雄には長日処理の明ら
かな効果は認められなかった。
　成長促進効果については、日高においては、長日
処理群が自然光下で育成した対照群よりも、雄で
は体重と体高、雌では体高が増加した。宮崎におい
ては、雌では体重と管囲が対照群と比べて長日処
理群で増加した。さらに、宮崎で育成した雌の2月
における増加率は、4項目（体重、体高、胸囲、管囲）
全てにおいて、対照群と比べて長日処理群で増加
した。しかし、雄馬では、いずれの成長項目でも長
日処理の効果は認められなかった。
　性腺機能促進効果については、長日処理は日高
で育成した雌雄馬および宮崎で育成した雌馬の性
腺機能を促進することが明らかとなった。雄馬で

は精巣からのホルモン分泌量の増加が認められ、
雌馬では初回排卵の早期化が起こった。本研究の
結果から、長日処理は繁殖雌馬と同様に育成馬に
対しても性腺機能の促進効果を持つことが明らか
となった[7、23、53]。しかし、宮崎で育成した雄馬
では、成長および性腺機能に対する長日処理の効
果は認められなかった。その理由は、現時点では明
らかではない。
　日高と宮崎において、自然光下で育成した雌雄
サラブレッドの成長を比較した我々の過去の研究
から、雌雄ともに宮崎で育成した馬が日高で育成
した馬より成長が促進される事実が明らかになっ
た[45]。動物の成長速度には限界があるため、宮崎
で育成した雄馬は自然光下で、既に限界に近いス
ピードで成長を遂げていることから、長日処理を
実施しても体重、体高、胸囲、管囲のさらなる成長
促進は認められなかった可能性が示唆された。宮
崎で育成した雄馬における長日処理の効果につい
ては、さらなる研究が必要である。しかし、プロラ
クチン分泌量は、宮崎で育成した雄馬でも明らか
に増加した。この事実は、宮崎と日高で育成した馬
に対して、増加したプロラクチンが何らかの生理
学的作用を有していることを示す結果である。本
研究において被毛の変化を観察した結果から、日
高で育成した雌雄馬と同様に、宮崎で育成した雌
雄馬でも長日処理により冬毛の脱毛が進んでいる
ことが明らかとなった。
　内分泌の変化に関しては、長日処理でプロラク
チン分泌の時期が早まり、分泌量も増加すること
が宮崎と日高のいずれの地域で育成した雌雄馬共
に誘導される事実が明らかとなった。日高で育成
した馬における長日処理の効果は、過去の研究と
同様であった[42,50]。プロラクチン分泌は、多く
の動物で日照時間に比例して増加し、様々な生理
作 用 を 発 揮 す る 事 実 が 報 告 さ れ て い る
[5,6,12,16,17,24,27]。プロラクチンの生理作用と
しては、冬毛の換毛と営巣行動の促進が報告され
ている[18-20,58,59]。プロラクチンのレセプター
は、骨端の成長板に発現しており、プロラクチンは
授乳中のラットの脛骨を伸長させることが報告さ
れている[54]。また、プロラクチンは腸からのカル
シウム吸収を促進させることが報告されている

[9,10,55]。さらに、プロラクチンは、副腎からの糖
質コルチコイドの分泌を促進し[32-36]、免疫機能
を増強させて胃潰瘍を予防する[2]などの作用が
あることから、近年ではアンチストレスホルモン
として注目を浴びている[56]。
　プロラクチンの性腺機能に関しては、プロラク
チンは、馬の卵巣機能に対して全身的および局所
的な作用で卵巣機能に重要な生理学的役割を果た
していることが報告されている[37、38、51]。ま
た、プロラクチンとドーパミンのレセプターが、馬
の卵巣組織に存在することが報告されている

「37-39」。さらに、プロラクチンは、プロラクチン
自身のレセプター数を増加させ、ミンクの黄体細
胞のLHレセプター数を増加させる作用が報告さ
れている[21]。プロラクチンは、雄の生殖にも重要
なホルモンであり、多くの動物において、ステロイ
ドホルモンの生合成、生殖子形成、性行動などにお
ける作用が報告されている[3]。雄馬および去勢馬
で、長日期に血中プロラクチン濃度が上昇するこ
とが報告されている[16]。ヒト、クマおよびシカの
精巣や副生殖腺でプロラクチンレセプターの発現
が報告されている[28-31]。クマやゴールデンハム
スターでは、繁殖期に精巣のプロラクチンレセプ
ター数が増加することが報告されている[4、30、
40]。これらの事実は、プロラクチンが動物の生殖
腺や副生殖腺に重要な生理作用を有している事を
示していると解釈されている。
　IGF-1は、成長ホルモンにより分泌が促進され、
身体の成長を促すホルモンである。主に肝臓から
分泌される[15]。IGF-1は、体内での半減期が長く
日内変動がないので、成長に関する内分泌状態を
調べる良い指標である[8]。馬の精巣にIGF-1と
IGF-1レセプの局在が認められることが報告され
ているが[60]、本研究では、長日処理によって、宮
崎と日高のいずれで育成された馬においても
IGF-1の血中濃度に有意な変化は認められなかっ
た。
　本研究において、長日処理は、日高で育成した雌
雄馬および宮崎で育成した雌馬で、下垂体からの
2つの性腺刺激ホルモン（LHとFSH）の分泌を促進
させることが明らかとなった。その結果として、日
高で育成した雄馬では、長日処理によって精巣か

らのテストステロンとエストラジオール-17βの
分泌量が増加した。また、日高と宮崎で育成した雌
馬では、卵巣からのエストラジオール-17βとプロ
ジェステロン分泌が増加した。
　雌馬では、エストラジオール-17βは成熟卵胞か
ら分泌され、プロジェステロンは黄体から分泌さ
れる[44,46]。本研究では、長日処理によって雌馬
の下垂体からLHとFSH分泌が促進され、このLHと
FSHによって卵巣では卵胞の成熟が促進して、そ
の結果として排卵時期が早まったと解釈された。
また、雄馬では、分泌が増加したLHとFSHによって
精巣のライディッヒ細胞とセルトリ細胞からテス
トステロンとエストラジオール-17βの分泌が刺
激され、結果として精子形成が促進されたと解釈
された。本研究におけるホルモン測定の結果に基
づくと、下垂体からの性腺刺激ホルモンの分泌は、
雌雄ともに長日処理開始後約1ヶ月の1月後半か
ら増加した。この結果から、視床下部－下垂体軸に
対する長日処理の効果が発揮されるまでに約1ヶ
月が必要であることが明らかとなった。自然光下
で育成されている多くの雌馬では、発情と排卵は
2歳の4月以降に起こる。したがって、本研究にお
いて、1歳の12月から行った長日処理は、繁殖雌馬
と同様に育成馬においても、約2ヶ月早く排卵を
誘発することが明らかとなった。
　雄馬においては、精巣のライディッヒ細胞がテ
ストステロンだけでなく大量のエストラジオール
-17βを分泌することが報告されている[47-49]。
テストステロンは、雄馬の副生殖腺の成長を促し、
精子形成を刺激する。また、テストステロンは、脂
肪異化を促しトリグリセリドの蓄積を阻害する。
結果的に、体脂肪の蓄積を減少させる[1]。テスト
ステロンは、蛋白質同化作用を持っており、筋肉量
を増加させる[22]。さらに、骨に直接作用してエス
トラジオール-17βへと変換され、骨形成を促す
[11,44,52]。エストラジオール-17βは、雌馬の成
熟卵胞の顆粒層細胞から分泌される[44,46]。エス
トラジオール-17βは、発情を誘起し、子宮内膜の
成長、子宮腺の発達、および子宮と膣の粘液分泌を
促すことで受精･着床の準備を行うホルモンであ
る。また、エストラジオール-17βの骨への作用は、
骨成熟を促し骨密度の増加を促進することが知ら

れている。エストラジオール-17βは、脂肪代謝を
高め、体脂肪蓄積を減少させる[13]。
　本研究の結果を要約すると、日本で自然光の下
で飼育されたサラブレッド1歳馬の成長は、寒冷
な気候の日高と比べて温暖な気候の宮崎で育成す
る方が優れていることが明らかとなった[45]。し
かし、日高においても長日処理を実施して日照時
間を延長した環境で育成することにより、成長、性
成熟や冬毛の脱毛を促進することが可能である。
また、宮崎においても長日処理を実施することに
より、雌馬では、成長、性成熟や冬毛の脱毛を促進
することが可能であることが明らかになった。長
日処理を行った育成馬における、筋肉や脂肪、およ
び心肺機能への影響については、今後さらなる研
究が必要である。

謝辞
　馬プロラクチン、LH、FSH、IGF-1測定用キットを
提供して頂いたThe National Hormone and 
Pituitary Program, NIDDK, NIH, (Torrance, 
CA, USA)とDr. A. F. Parlow、プロジェステロン
(GDN 337)、テストステロン(GDN 250)およびエス
トラジオール-17β(GDN 244)の抗体を提供して
頂いたDr. G. D. Niswender, Animal Reproduction 
and Biotechnology Laboratory, Colorado State 
University (Fort Collins, CO, U.S.A.)に謝意を表す。
また、論文作成に際してご協力を頂いた東京農工
大学農学部獣医生理学研究室の藤井一希氏に謝意
を表す。

参考文献
  1．Arslanian, S., and Suprasongsin, C. 1997. 

Testosterone treatment in adolescents with 
d e l a y e d  p u b e r t y :  c h a n g e s  i n  b o d y  
composit ion,  protein,  fat ,  and glucose 
metabolism. J. Clin. Endocrinol. Metab. 82: 
3213‒3220.

  2．Asai, S., Ohta, R., Fujikawa, T., Sakai, R.R., 
Shirota, M., Ogata, M., Watanabe, G., and 
Taya,  K .  2006.  Gastr ic  ulcerat ion and 
expression of prolactin receptor in the brain 
in Hatano high- and low-avoidance rats. 

Endocrine 30: 161‒166.
  3．Bartke, A. 2004. Prolactin in the male: 25 

years later. J. Androl. 25: 661‒666. 
  4．Bartke, A., Klemcke, H.G., Amador, A., and Van 

Sickle, M. 1982. Photoperiod and regulation 
of gonadotropin receptors. Ann. N. Y. Acad. 
Sci. 383: 122‒134.

  5．Ben-Jonathan,  N. ,  LaPensee,  C .R . ,  and 
LaPensee, E.W. 2008. What can we learn 
from rodents about prolactin in humans? 
Endocr. Rev. 29: 1‒41.

  6．Bernichtein, S., Touraine, P., and Goffin, V. 
2010. New concepts in prolactin biology. J. 
Endocrinol. 206: 1‒11.

  7．Burkhardt, J. 1947. Transition from anestrus 
in the mare and effects of artificial lighting. J. 
Agric. Sci. 37: 64‒68.

  8．Champion, Z.J., Breier, B.H., Ewen, W.E., 
Tobin, T.T., and Casey, P.J. 2002. Blood 
plasma concentrations of insulinlike growth 
factor-I (IGF-I) in resting standardbred horses. 
Vet. J. 163: 45‒50.

  9．Charoenphandhu, N., Nakkrasae, L.I., Kraidith, 
K., Teerapornpuntakit, J., Thongchote, K., 
Thongon, N., and Krishnamra, N. 2009. 
Two-step stimulation of intestinal Ca2+ 
absorption during lactation by long-term 
prolactin exposure and suckling-induced 
prolactin surge. Am. J. Physiol. Endocrinol. 
Metab. 297: E609‒E619.

10．Charoenphandhu, N., Wongdee, K. ,  and 
Krishnamra, N. 2010. Is prolactin the cardinal 
calciotropic maternal hormone? Trends 
Endocrinol. Metab. 21: 395‒401.

11．Clarke, B.L., and Khosla, S. 2009. Androgens 
and bone. Steroids 74: 296‒305.

12．Curlewis, J.D. 1992. Seasonal prolactin 
secretion and its role in seasonal reproduction: 
a review. Reprod. Fertil. Dev. 4: 1‒23.

13．D’Eon, T.M., Sharoff, C., Chipkin, S.R., Grow, 
D., Ruby, B.C., and Braun, B. 2002. Regulation 
of exercise carbohydrate metabolism by 

estrogen and progesterone in women. Am. J. 
Physiol. Endocrinol. Metab. 283: E1046‒E1055.

14．Derar, R., Haramaki, S., Hoque, S., Hashizume, 
T., Osawa, T., Taya, K., Watanabe, G., and 
Miyake, Y. 2006. Immunoreactive Insulin-like 
growth factor in plasma during pre-and 
post-partum periods of thoroughbred mares 
from which the newborn were removed: its 
pattern, physiological function and relation to 
other hormones. J. Equine Sci. 17: 75‒79.

15．Le Roith, D., Bondy, C., Yakar, S., Liu, J.L., and 
Butler, A. 2001. The somatomedin hypothesis: 
2001. Endocr. Rev. 22: 53‒74.

16．Dhakal, P., Tsunoda, N., Nakai, R., Kitaura, T., 
Harada, T., Ito, M., Nagaoka, K., Toishi, Y., 
Taniyama, H., Watanabe, G., and Taya, K. 
2011. Annual changes in day-length, temperature, 
and circulating reproductive hormones in 
Thoroughbred stallions and gelgings. J. 
Equine Sci. 22: 29‒36.

17．Dhakal, P., Hirama, A., Nambo, Y., Harada, T., 
Sato, F., Nagaoka, K., Watanabe, G., and Taya, 
K. 2012. Circulating pituitary and gonadal 
hormones in spring-born Thoroughbred fillies 
and colts from birth to puberty. J. Reprod. 
Dev. 58: 522‒530.

18．Donadeu, F.X., and Thompson, D.L. Jr. 2002. 
Administration of sulpiride to anovulatory 
mares in winter: effects on prolactin and 
gonadotropin concentrations, ovarian activity, 
ovulation and hair shedding. Theriogenology 
57: 963‒976.

19．Thompson, D.L. Jr., and DePew, C.L. 1997. 
Prolactin, gonadotropin, and hair shedding 
responses to daily sulpiride administration in 
geldings in winter. J. Anim. Sci. 75: 1087‒1091.

20．Thompson, D.L. Jr., Hoffman, R., and DePew, 
C.L. 1997. Prolactin administration to seasonally 
anestrous mares: reproductive, metabolic, 
and hair-shedding responses. J. Anim. Sci. 75: 
1092‒1099.

21．Douglas, D.A., Houde, A., Song, J.H., Farookhi, 

セラピーアニマルとしても活躍の幅を広げてい
る。このように活躍の幅を広げる中で、大型動物で
あるウマを扱うには常に危険が伴うにもかかわら
ず、ウマの扱いに長けていない人がウマと触れ合
うような場面が日常的になってくることが想定さ
れる。ウマとヒトがお互いのシグナルをどのよう
に認知し、コミュニケーションを図っているのか
を科学的な根拠をもとに知ることは、お互いによ
り良い関係を築き、人馬の安全を向上するうえで
大いに役に立つだろう。また、そのような研究から
得られた知見を活かしたトレーニングや調教はウ
マの福祉の向上にも役立つと考えられる2。しか
し、大型動物であるウマの行動制御が難しいこと
や、研究対象個体数を十分に確保するための複数
の実験場所で実験実施に伴う実験環境の統制の難
しさから、ウマの認知に関する科学的研究・調査は
不足しているのが現状である3。
　ただし、最近ではヒトとウマのコミュニケー
ションに関する研究が徐々に増えてきている。例
えば、ウマがヒトの表情の意味を理解しているか
どうかについては、Smith, Proops, Grounds, 
Wathan, & McComb（2016）が研究している。彼ら
は、ウマにヒトの表情の写真刺激を呈示し、ウマは
ヒトの笑顔と怒り顔を区別すること、また怒り顔
が呈示された際に心拍数が最高値に達する時間が
より短くなることを示した4。この結果は、ウマが
ヒトの怒り顔に対してより身構えて緊張すること
を示しており、ウマに別のウマの表情刺激を呈示
した際の結果5とも一致している。したがって、ウ
マ同士のコミュニケーションにおける表情からの
感情認知と同様のメカニズムがヒトとのコミュニ
ケーション時にも機能していることが推測されて
いる。
　一方で、通常のウマ同士のコミュニケーション
が行われる場面では、視覚だけでなく聴覚も重要
な役割を果たしている6。ウマは嘶き（いななき）と
いう特有の音声を持っている。嘶きにはネガティ
ブな感情やポジティブな感情が反映される7, 8こと
や、その異なる感情が反映された音声に対応した
反応をウマが示すことも明らかになっている9。こ
のことはウマ同士が音声によって感情情報をやり
とりする可能性を示唆している。

　また、ウマおける視聴覚の情報の統合について
の研究も行われている。Proops, McComb, & Reby

（2008）は、ウマに対して、群れの仲間の個体A（個
体A）が目の前を歩いていき、障壁の向こう側に隠
れる様子（視覚刺激）を見せた。その後、その障壁の
後ろに設置したスピーカーから、直前に障壁の後
ろに隠れるのを見せた個体Aまたは別の個体の音
声（聴覚刺激）を再生し、ウマの反応を測定した。そ
の結果、別の個体の音声が再生された際には、直前
に障壁の後ろに隠れるのを見た個体と同一個体の
音声が再生されたときに比べ、スピーカーの方を
注視している時間が有意に長くなり、スピーカー
の方を注視するまでの反応時間が有意に短くなる
ことがわかり、期待違反が生じたことが確認され
たのである10。このことから、ウマが同じ群れの同
種個体に対して視覚と聴覚をクロスモーダルに組
み合わせて個体識別を行うことが明らかになっ
た。また、Proops & McComb（2012）やLampe & 
Andre（2012）は、このウマにおける視覚と聴覚の
クロスモーダルな識別が、ウマに対してだけでは
なく、普段慣れ親しんでいるヒトに対してもなさ
れることを示している11, 12。したがって、ウマは日
常的に他者の識別に視聴覚の情報を組み合わせて
社会的なシグナルとして利用していることが考え
られる。
　以上の先行研究を踏まえると、ウマはヒトとの
コミュニケーションの中で感情に伴う表情や音声
を組み合わせて社会的なシグナルとして活用して
きた可能性が十分に考えられる。本研究では、期待
違反法を用いて、表情と音声の感情価の一致・不一
致、また、刺激となるヒトとの親密さの違いがウマ
の行動や心拍数に与える影響を調べることで、ウ
マにおけるクロスモーダルなヒトの感情認知につ
いて検討した。なお、期待違反法はもともとヒト乳
児の認知発達を調べるために考案された手法であ
る。まず実験対象の動物に、ある刺激 A（例：ヒトの
笑顔）を見せる。次に、その刺激から期待される刺
激 B（例：ヒトの褒める声）または期待に反する刺
激 C（例：ヒトの叱る声）を聞かせる。もし動物が刺
激 A（笑顔）から刺激 B（褒める声）を期待するなら
ば、刺激 C（叱る声）が聞こえてきた際に、その期待
が裏切られたことによって驚くことが予想され

る。この「えっ？」という違和感を捉える方法が、期
待違反法である。このような場合、期待違反から生
じる違和感から、期待通りの刺激 B（褒める声）よ
りも刺激 C（叱る声）に対する動物の注視が素早く
生じたり、長くなったりすると予測される。本研究
では、スクリーンにヒトの表情を呈示した後、スク
リーンの前にあるスピーカーからそのヒトの音声
を再生した。ウマが表情と音声をクロスモーダル
に関連付けてヒトの感情を認知できているなら
ば、表情と音声で異なる感情価の刺激を呈示した
際に期待違反が生じることとなる。したがって、表
情と音声の感情価が一致しているときよりも不一
致のときに、音声再生後にウマがスピーカーの方
を注視する時間が長くなり、スピーカーの方を注
視するまでの反応時間が短くなり、心拍数が音声
再生の直前に比べて上昇すると予測した。また上
述のように、親しい人の識別がクロスモーダルに
可能であるという先行研究の結果に加え、ウマは
親しい人とは感情を含んだコミュニケーションを
直接豊富にとっているため、親しい人の表情と声
の組み合わせを学習していると考えられる。した
がって、その組み合わせの連合が強く生じている
ので、普段よく接している親しい人（馬術部のウマ
の担当者）に対して期待違反がより大きく生じる
と予測した。

方法
参加個体
　東京大学馬術部のウマ（Equus caballus）9頭と東
京農工大学馬術部のウマ10頭の計19頭（セン馬が
18頭、牝馬が1頭、平均年齢14 ± 6.2歳）が実験に
参加した。

刺激
　刺激としては、各ウマの飼育・調教担当者（参加
個体の日常の手入れ、騎乗、接触回数が多い者；以
下担当者）と未知者（参加個体が会ったことのない
人）から表情（視覚刺激）と音声（聴覚刺激）をそれ
ぞれ収集した。未知者の性別は担当者の性別と対
応させた。担当者は男性が7名、女性が11名であっ
た。女性のうち1名は2頭担当馬がいたため、表情
は同一のものを使用し、音声は2頭分収集した。

表情（視覚刺激）
　表情はデジタルカメラ（A3300、SONY）を用い
て撮影した。ポジティブな刺激として笑顔を、ネガ
ティブな刺激として怒り顔を、正面から撮影した。
笑顔、怒り顔については、Ekman, Friesen, & Hager 
(1978)13に基づいてモデル（担当者と未知者）に表
出してもらい、撮影した。
　撮影した表情は、Adobe Photoshop Element 12
を用いて編集した。縦幅は頭頂部から顎、横幅は左
右の耳の幅となるようにトリミングした後、高さ
が1500pixelとなるようにサイズ変更した。編集後
の横幅は1000pixel程度となるようにトリミング
を調整した。また、背景は白で塗りつぶした。図1
は刺激となる表情の例を示している。
　表情はプロジェクター（V-1080 PlUSVision）を
用いてスクリーンに呈示した。スクリーンに呈示
した際の刺激サイズはA3サイズ（42 × 29.7 cm）
程度であった。これはSmith et al.（2016）4の研究
で使用されている刺激サイズを参考にした。

音声（聴覚刺激）
　 音 声 は S A N Y O リ ニ ア P C M レ コ ー ダ ー

（ICR-PS501RM）を用いてデジタル録音した。ポジ
ティブな刺激として褒める声（高めの声でやさし
く呼びかける声）を、ネガティブな刺激として叱る
声（低めの声で厳しく呼びかける声）を録音した。
どちらの刺激についても、ウマの普段の呼び名を
3回呼んでもらった。
　録音した音声はパーソナルコンピュータに出力

し、SoundEngine ver.5.21を用いて編集した。各刺
激は呼び名がそれぞれ1秒のブランクを挟んで3
回連続で再生されるように編集した。編集後の刺
激の長さは、ウマの呼び名の長さによって異なっ
たが、4秒から8秒程度であった。刺激はウマから
1.3mの距離にあったスピーカー（SoundLink 
Mobile II Leather BOSE）から再生した。スピー
カーから再生した音声の大きさは約67 ± 2.1dB
であった。

実験環境
　東京大学馬術部のウマは東京大学馬術部の厩舎
の空き馬房で、東京農工大学馬術部のウマは東京
農工大学馬術部の厩舎内の空スペースで実験をお
こなった。空き馬房・空スペースから実験とは関係
ない敷料などを取り除き、入口とは反対側の扉を
開けてビニール段ボールで仕切りを作った部屋を
実験スペースとした。
　図2は実験スペースの配置を示している。実験
スペースの大きさは、東京大学馬術では3.2 × 2.4 
× 3.7m、東京農工大学馬術部では3.0 × 3.0 × 
4.5 mであった。スクリーンは馬房から1.3mの場
所に配置し、その手前にスピーカーを設置した。実
験の様子は前方、後方、斜め前の3ヶ所からビデオ
カメラ（うち2台はHDC-TM25 Panasonic、残りの1
台はHDR-XR350 SONY）を用いて撮影した。

参加個体の準備
　ウマ用のベルトを用いて心拍計（M800  
POLAR）を参加個体に装着した後、心拍数が落ち
着くまで待機させた。受信機は参加個体の無口頭
絡（ハミのついていない頭絡。手入れ時などに用い
られる）の顎の裏に装着し、ウマの横に位置する実
験補助者が確認できるようにした。

手続き
　全体の手続きはLampe & Andre (2012)12を参考
にした。実験者と実験補助者は著者と実験補助の
馬術部員が担当した。実験者はパソコンを操作し、
実験補助者は参加個体を実験スペースに連れてい
き、試行の間参加個体の横に立っていた。
　まず、実験補助者が参加個体を実験スペースに
入れて、参加個体の顔をスクリーンの方へ向けた
後、安静時の心拍数（28 ~ 40 bpm）14になって5秒
程度安定するか、心拍数が10秒間変わらなくなる
まで待った。その後、実験補助者が心拍の記録を開
始し、試行を開始した。このとき、実験者は実験補
助者の合図に合わせて刺激呈示用のパーソナルコ
ンピュータ（SONY製）を操作して、以下の刺激呈示
を自動でおこなった。まず試行開始から15秒後に
スクリーンに表情を呈示した。表情を30秒間呈示
し、15秒間のブランクを挟んで音声を再生した。
音声の再生開始から15秒後までを区切りとし、こ
こまでを1試行とした。
　試行の間、実験者は正面のビデオカメラで、参加
個体および実験補助者に危険が生じていないこと
を確認した。また、実験補助者は曳き手を持ったま
ま参加個体の横に立ち、スクリーンに呈示される
表情をウマに確実に見せるために表情が呈示され
るまではウマがスクリーンの方を向くように曳き
手を操作した。表情の呈示が始まってから志向終
了の合図が実験者からあるまでは、実験補助者の
動作や視線がウマに影響するのを防ぐため、実験
補助者は下を向き、曳き手の操作を一切しなかっ
た。なお、ウマが自由に行動できるように、曳き手
を緩く持っていた。

実験デザイン
　感情価の一致性（一致・不一致）、親密性（担当者・

未知者）、表情の感情価（笑顔・怒り顔）の3要因被
験者内計画であった。なお、呈示した表情の感情価
がウマの行動・生理指標に影響する4ことも予測さ
れたため、表情の感情価も要因の1つに設定した。
したがって、参加個体は2×2×2の合計8条件につ
いて、1試行ずつの実験を受けたのである。
　実験は、1個体に対し1日に1条件1試行のみ実施
した。条件の実施順と条件そのものの効果を独立
に検討するために、条件の実施順序は参加個体間
でカウンターバランスをとった。また、馴化を防ぐ
ために、最低2日以上試行間間隔をとった。

分析
行動指標
　撮影した動画はコンピュータに出力し、
CyberLink PowerDirector 14（64bit）を利用して解
析をおこなった。30分の1秒を1フレームとし、音
声の再生開始から試行終了までの間にスピーカー
の方を注視していた時間（以下、「注視時間」と表
記）および音声の再生開始からスピーカーの方を
注視するまでの反応時間をコーディングした。音
声の再生開始から試行終了までは15秒であった
ため、注視時間や反応時間の最大値は450フレー
ムであった。つまり、音声再生から15秒間反応が
なかった場合は、注視時間を0フレーム、反応時間
を450フレームとしたということである。
　注視の定義はスクリーン正面から撮影したビデ
オ映像の中で「ウマが正面から左右45度以内（合
計90度）で前を向いている状態が120ミリ秒以上
継続していること」12とした。また、左右45度の判
別は「ウマの眼球が消えて、眼窩の弯曲だけが見え
て、同じ側の鼻孔が見えなくなったとき」12とし
た。また、音声開始の段階でウマが注視している場
合は、瞬きをした瞬間を注視の開始とした12。な
お、瞬きは哺乳類において注意を切り替える際に
生じると考えられている15。
　コーディングの信頼性を確認するために、実験
目的を知らない評定者1名が全152試行中27試行
のビデオを全く同様に分析した。Pearsonの相関係
数は、反応時間についてr = .929（p < .001）、注視
時間についてr = .943（p < .001）と十分に高く、ビ
デオ解析の信頼性は十分であった。なお、行動指標

の解析に先立って表情の注視時間を同様に解析
し、参加個体が表情を全く注視しなかった試行の
データは欠損値として処理した。

生理指標
　心拍データはパーソナルコンピュータに出力
し、心拍計付属の解析ソフト（POLAR FLOW）を用
いて1秒ごとの心拍数のデータを抽出した。音声
再生開始直後15秒間の平均値から音声再生直前
15秒間の平均値を引いた差分のデータを各条件・
各個体について比較した。

統計分析
　IBM SPSS Statistics 24を使用して分析をおこ
なった。すべての指標について線形混合モデル

（LMM）を用いて、AICが最小になるベストモデル
を選択した。
　なお、反応時間のデータには分布に偏りが見ら
れたため、対数変換をしたうえで分析をおこなっ
た。また、外れ値（各条件の個体間平均値から標準
偏差の2倍以上乖離した値）のデータは分析から
除外し、欠損値として扱った。

結果
　図3はウマのスピーカーへの注視時間の結果を
示している。固定効果として親密性・感情価の一致
性・表情の感情価およびすべての交互作用を選択
し、変量効果として参加個体・実験場所・実験補助
者を選択したモデルがベストモデル（AIC  =  
1649.093）であった。その結果、感情価の一致性と
親密性の交互作用が有意であった（F(1, 128) = 
9.870, p = .002）。Sidakの補正を用いて多重比較
をおこなったところ、担当者条件においてのみ、ウ
マは一致条件でよりも不一致条件で有意に長くス
ピーカーの方を注視した（t(128) = 3.878,  p 
< .001）。また、一致条件においてのみ、担当者条件
でよりも未知者条件で有意に長くスピーカーの方
を注視した（t(128) = 1.990, p = .049）。加えて、親
密性と表情の感情価の交互作用が有意であった（F
(1, 128) = 8.423, p < .004）。Sidakの補正を用いて
多重比較をおこなったところ、怒り顔条件におい
てのみ、ウマは担当者条件でよりも未知者条件よ

りも有意に長くスピーカーの方を注視した（t
(128) = 3.359, p = .001）。また、未知者条件におい
てのみ、ウマは笑顔条件でよりも怒り顔条件で有
意に長くスピーカーの方を注視した（t(128) = 
4.600, p < .001）。

　図4はウマがスピーカーの方を注視するまでの
反応時間の結果を示している。固定効果として親
密性・感情価の一致性・表情の感情価およびすべて
の交互作用を選択し、変量効果として参加個体・実
験場所・実験補助者を選択したモデルがベストモ
デル（AIC = 449.384）であった。その結果、感情価
の一致性の主効果が有意（F(1, 121) = 9.329 , p 
= .003）で、ウマは一致条件でよりも不一致条件で
有意に素早くスピーカーの方を注視した。また、親
密性の主効果が有意で（F(1, 121) = 6.310 , p 
= .013）、ウマは担当者条件でよりも未知者条件で
有意に素早くスピーカーの方を注視した。

　図5は音声再生前後のウマの平均心拍数の差を
示している。固定効果として親密性・感情価の一致
性・表情の感情価およびすべての交互作用を選択
し、変量効果として参加個体・実験場所・実験補助

者を選択したモデルがベストモデル（AIC  =  
480.923）であった。その結果、感情価の一致性と
表情の感情価の交互作用が有意であった（F(1, 
120) = 6.919 , p = .010）。Sidakの補正を用いて多
重比較をおこなったところ、怒り顔条件において
のみ、一致条件でよりも不一致条件で平均心拍数
の差が大きくなった（t(120) = 2.900, p = .004）。
また、不一致条件においてのみ、笑顔条件でよりも
怒り顔条件で平均心拍数の差が大きくなった（t
(120) = 3.310, p = .001）。

考察
　本研究では、期待違反法を用いて、表情と音声の
感情価の一致性、また、刺激となるヒトへの親密性
の違いがウマの行動や生理指標に与える影響を調
べることで、ウマにおけるクロスモーダルなヒト
の感情認知について検討した。ウマが表情と音声
のクロスモーダルをクロスモーダルに関連づけて
認知できているならば、異なる情動価の表情と音
声を呈示した際に期待違反が生じ、一致条件でよ
りも不一致条件でウマがスピーカーの方を注視し
ている時間が長くなり、スピーカーの方を注視す
るまでの反応時間が短くなり、音声再生前に比べ
て再生後に心拍数上昇すると予測した。また、その
期待違反がウマと親密な担当者条件において顕著
に見られるだろうと予測した。
　行動指標の分析の結果、スピーカーへの注視時
間については、担当者条件においてのみ、ウマが一
致条件でよりも不一致条件で有意に長くスピー
カーの方を注視するという結果が得られた。この
結果は担当者条件においてのみ期待違反が生じた
ことを示唆しており、感情価の一致性・親密性の両

方について仮説を支持している。また、スピーカー
の方を注視するまでの反応時間については、親密
性に関わらず、ウマは一致条件でよりも不一致条
件で有意に素早くスピーカーの方を注視するとい
う結果が得られた。この結果も期待違反が生じた
ことを示唆しており、感情価の一致性についての
仮説を支持している。以上の行動指標に関する結
果は、ウマがヒトの表情と声を関連づけて感情を
認知していることを示唆している。つまり、一連の
結果は、ウマが視覚と聴覚を組み合わせたクロス
モーダルなウマ・ヒトの個体識別をすることが可
能であるとする先行研究10-12の結果を、ヒトの感情
認知についても拡張するものである。
　生理指標の結果については、怒り顔条件におい
てのみ、ウマの平均心拍数が一致条件でよりも不
一致条件で有意に上昇した。心拍数の上昇は覚醒
度の高まりを意味している16,17ことから、ウマにお
いては、ヒトの怒り顔を見てやや緊張していた後
に褒める声を聞くと覚醒度が高まった、というこ
とになる。つまり、怒り顔を見た後にその感情とは
一致しない褒める声を聴いたことでウマに期待違
反が生じたと考えられる。一方で、笑顔条件ではウ
マが笑顔を見てリラックスし、覚醒度が下がって
いた16ため、その状況で叱る声を聞いても心拍数
に影響するほど覚醒度は上昇しなかったと考えら
れる。これらの結果は期待違反が心拍数に部分的
に影響することを示唆している。しかし、本研究に
おいては、平均心拍数が試行の開始から音声の再
生まで緩やかに低下し続けていた。このことは、実
験スペースに移動してきてから実験開始までに十
分にウマの心拍数が下がりきっていなかったこと
を示している。ウマはヒトの注意の状態に敏感18,19

であり、ヒトの緊張はウマに伝染する20という報
告もあるため、実験中ウマの真横に立っていた実
験補助者の緊張が伝染した可能性が考えられる。
実際、実験開始直前までは実験補助者がウマの無
口頭絡につけられた心拍計に注目して心拍数が安
静時の値で安定するのを確認していたが、試行開
始と同時にその注目がなくなったため、試行開始
と同時にウマの心拍数が下がり始めた可能性が十
分にある。今後の研究では、ウマがヒトの注意状態
や心理状態に影響を受けないような手続きを考案

する必要があるだろう。
　なお、ウマは、未知者条件においてのみ、笑顔条
件でよりも怒り顔条件で有意に長くスピーカーの
方を注視した。また怒り顔条件においてのみ、ウマ
は担当者条件でよりも未知者条件で有意に長くス
ピーカーの方を注視した。これらの結果は、未知者
においては表情の感情価の効果が強く出ているこ
とを示している。ウマは未知者であってもその怒
り顔を認識することはできる4ため、その怒り顔が
脅威として機能し、ウマの緊張を高め4、怒り顔条
件においては再生された音声に対して敏感に反応
し長く注視したのだと考えられる。加えて、ウマは
担当者条件でよりも未知者条件で有意に素早くス
ピーカーの方を注視した。これは親密性に関する
仮説に反する結果である。ただし、ウマは双子や親
密な人とそうでない人の見分けがつくという報告
がある21,22 ことから、本研究においてもウマはや
はり担当者と未知者を区別していたと考えられ
る。したがって、反応時間の結果からも、ウマが担
当者よりも未知者により警戒し、注意を払ってい
た22ことが示唆される。
　以上をまとめると、本研究では、ウマが表情と音
声を関連づけてヒトの感情を認知することがわ
かった。またその認知が親密な担当者に対してだ
けでなく、未知者にも一般化されうることが明ら
かになった。これらの結果は、ウマはヒトとのパー
トナー関係を築く中で、表情や音声を社会的なシ
グナルとして理解し、それらを通じてお互いの感
情を認知してコミュニケーションを図ってきたこ
とを示唆している。今後、こうしたウマの認知能力
が遺伝的に備わった生得的なものなのか、それと
もヒトとのコミュニケーションによって学習され
るものなのか、またどのように発達するのかを検
討することで、伴侶動物であるウマとヒトとの絆
の形成について理解を深めていきたい3。
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緒論
　競走馬は、一定レベルまでの馬体の成長が望ま
れる。馬生産現場では、長日処理が繁殖季節を早

め、自然環境下より早く受胎させて出産時期を早
めることが可能なことから、繁殖雌馬に用いられ
ている。近年、日本中央競馬会（JRA）日高育成牧場
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はじめに
　胎盤は妊娠中に発達する重要な内分泌器官であ
り[13]、胎子の発達を支えるエストロジェンや、子
宮の収縮性を抑えるプロジェステロンの分泌が知
られている[1、17]。近年、ウマを含む数種類の動物
において、アクチビンというホルモンが注目され
るようになってきた[2、9、11]。
　アクチビンとはトランスフォーミング増殖因子

（TGF）-βファミリーに属する糖タンパク質ホルモ
ンであり、2つのβサブユニットが結合して構成
され、主にアクチビンA（βA+βA）、アクチビンAB

（βA+βB）、およびアクチビンB（βB+βB）の3種
類に分類される[7、12]。ヒトにおいて、胚および子
宮胎盤組織から産生分泌されたアクチビンAは、
着床準備、胚および胎盤の発達、子宮の免疫反応の
調整などの妊娠維持に重要な作用を、オートクラ
イン/パラクライン様式にて担っている[8、9、11、

19]。
　アクチビン受容体（Activin Receptor：ActR）は、
細胞膜貫通型のセリン‐スレオニンキナーゼ活性
型の受容体で、主にActR IA、IB、IIA、IIBの4種類が
知られている[7、18、23]。アクチビンはまずII型受
容体に結合し、I型受容体を動員する。続いて、I型
受容体をリン酸化して活性型とし、細胞内シグナ
ルを伝達することでアクチビンの作用が発現され
る[7、18]。ウマの子宮胎盤組織において、アクチビ
ンAが産生分泌されている可能性が近年報告され
ているものの[2、25、26]、ActRに関する報告はな
されていない。
　ウマの繁殖において胚死滅および胎子喪失は非
常に大きな問題であり、これらを最小限に抑える
有効な方法の確立が望まれる。子宮胎盤機能を良
好に保つことは正常な妊娠を維持するためには必
要不可欠であることから、妊娠期の子宮胎盤機能

に関係するアクチビンの作用部位を解明すること
は臨床繁殖上、有用な研究と考えられる。本研究で
は子宮胎盤組織で重要な役割を担っているアクチ
ビンに注目し、ウマの子宮胎盤組織および子宮平
滑筋におけるActRの局在性を、免疫組織化学的手
法を用いて探索することを目的とした。

材料及び方法
動物：
　研究には北海道の日本中央競馬会（JRA）日高育
成牧場にて飼養されていた7頭の妊娠したサラブ
レッドを用いた（9‐20才、平均±標準偏差：
13.1±3.7才）。組織採取時の各馬の妊娠日数は
88、120、161、269、290、313、335日であった。な
お、最終交配日を妊娠0日と定義した。これらの馬
は健康体で安楽殺されたか、疝痛などの繁殖に関
係する疾患以外の理由により安楽殺された。安楽
殺はメデトミジン（5µg/kg）の静脈内投与後に、チ
オペンタールナトリウムおよび塩化スキサメトニ
ウムの混合物を過剰投与して実施した。子宮平滑
筋を含む子宮胎盤組織を即座に採取し、4%パラホ
ルムアルデヒドを用いて固定後、エタノールにて
脱水し、パラフィンに包埋した。本研究における安
楽殺および組織採取を含む研究計画は、JRA日高
育成牧場動物倫理委員会にて承認された。

免疫化学組織学的染色：
　包埋された組織を4µmに薄切し、スライドガラ
ス（MAS-GP type A、S9904、松浪硝子工業株式会
社、大阪、日本）上に乗せてプレパラートを作製し
た。免疫組織化学的染色はImmPRESS Reagent Kit

（Vector® Antigen Unmasking Solution H-3300, 
Vector Laboratories, Inc., CA, U.S.A.）を用いて実施
した。キシレンおよびエタノールを用いて脱パラ
フィン、再水和後、内因性ペルオキシダーゼを
0.3%H2O2/メタノールと反応させて失活させた

（室温、30分）。抗原は1%クエン酸緩衝液（Vector® 
Antigen Unmasking Solution H-3300, Vector 
Laboratories, Inc.）に浸漬し、オートクレーブ処理
して抗原を賦活化させ、リン酸緩衝液（PBS；
0.01M、pH7.4）にて洗浄した。2.5%Normal Horse 
S e r um（ImmPRESS  R e agen t  K i t ,  V e c t o r  

Laboratories, Inc.）を用いてインキュベートして
ブロッキング処理した後（室温、30分）、PBSにて洗
浄した。その後一次抗体を0.5% TritonX-100/PBS

（PBS‒Triton）で希釈したものと反応させた（一晩、
4℃）。使用した一次抗体および希釈倍率は以下の
とおりである：抗ヒトActR IAヤギポリクローナル
抗体（1:320, ab115301, Vector Laboratories, 
Inc.）、抗ヒトActR IBウサギポリクローナル抗体

（1:480, ab64813, Vector Laboratories, Inc.）、抗
ヒトActR IIAマウスモノクローナル抗体（1:160, 
ab76940, Vector Laboratories, Inc.）、抗ヒトActR 
IIBウサギモノクローナル抗体（1:320, ab134082, 
Vector Laboratories, Inc.）。翌日、PBSにて洗浄後、
それぞれの一次抗体の免疫動物に応じて、以下の
二次抗体と反応させた（室温、30分）；抗ヤギIg 

（ImmPRESS Reagent Kit peroxidase, MP-7405, 
Vector Laboratories, Inc.）、抗ウサギIg（ImmPRESS 
Reagent Kit  peroxidase,  MP-7401, Vector 
Laboratories,  Inc.）、抗マウスIg（ImmPRESS 
Reagent Kit  peroxidase,  MP-7402, Vector 
Laboratories, Inc.）。PBSにて洗浄後、NovaRED

（SK-4800, Vector Laboratories, Inc.）を用いて顕
微鏡下で反応させ、免疫部位を可視化した。再度
PBSにて洗浄後、Mayer’s hematoxylinを用いてカ
ウンター染色し、エタノールにて脱水、キシレンに
て透徹し、封入材（MGK-S、松浪硝子工業株式会社）
を用いて封入した。ネガティブコントロールには
一次抗体の代わりにPBS-Tritonを用いた。さらに、
各組織サンプルに対してヘマトキシリン-エオジ
ン染色（HE染色）を実施した。

結果
　免疫組織化学的手法により検索したActRの4種
類（ActR IA、IB、IIA、IIB）全てに対して、子宮内膜上
皮細胞、子宮腺上皮細胞、胎盤栄養膜細胞、および
子宮平滑筋における染色性が、妊娠88日から335
日にかけて確認された（図1、代表として妊娠88日
および335日を示している）。全てのサンプルにお
いて染色部位に違いは確認されず、染色の強さに
ついても顕著な違いは認められなかった。一次抗
体を用いないコントロールは染色されなかった

（図1）。

考察
　本研究では免疫組織化学的手法によって、妊娠
馬の子宮内膜上皮、子宮腺、胎盤栄養膜、および子
宮平滑筋においてActR IA、IB、IIA、IIBの染色性が
確認され、これらの組織に4種類のActRが発現し
ていることが示唆された。つまり、これらの組織で
アクチビンの胎盤形成、ステロイドホルモン産生
分泌などの作用が発揮されていると考えられた。
これはウマの生殖器におけるActRの発現について
の初めての報告である。
　ActRはヒツジ[10]やラット[5]の子宮内膜、子宮
腺、栄養膜外胚葉に発現している。これらに基づく
と、本研究で確認されたウマの子宮内膜上皮、子宮
腺、胎盤栄養膜におけるActRの発現は十分に考え
られる結果である。本研究におけるActRの発現パ
ターンには、妊娠88日から335日にかけて顕著な
違いは認められず、アクチビンの作用調整には
ActRの発現パターンよりもリガンドの濃度の方が
より重要であると推察された。
　ヒトでは子宮胎盤組織からアクチビンAが産生

される[8、9、15]。妊娠25日のウマでは子宮内膜管
腔上皮および子宮腺上皮におけるアクチビンβA
サブユニットの発現が報告されている[26]。本研
究ではActRが子宮腺上皮に確認されたことから、
子宮腺にて産生されたアクチビンAは、同部位の
ActRに結合し、先行研究[10]で考察されているよ
うな子宮腺の発達制御に関与していると推察され
た。
　本研究ではActRの発現が胎子および母体胎盤に
て確認され、ウマの胎盤組織においてアクチビン
AがActRに結合し、妊娠150日までにおこる胎盤形
成[21]などの重要な作用を担っていることが推測
された。この推測は、ウマの子宮胎盤組織における
アクチビンβAサブユニットのmRNAが、妊娠後期
よりも妊娠中期に多いことをNorthern b lot  
analysisによって明らかにした先行研究[25]から
も支持される。しかし、ウマの妊娠130日から312
日にかけて、アクチビンβA鎖は子宮腺上皮に局
在しており、胎盤微小葉や胎子栄養膜、母体子宮内
膜組織には発現しない[2、25]。つまり、先行研究で
考察されているように[2]、アクチビンAは子宮腺
から組織内を拡散して胎盤組織のActRに結合する
可能性が考えられた。
　アクチビンAはヒトの胎盤においてプロジェス
テロンやエストラジオールの産生分泌を刺激する
[11]。ウマの胎盤は妊娠100日頃までプロジェス
テロン、妊娠後半にはエストロジェンの供給源と
なる[1]。この期間はウマの子宮腺にアクチビンβ
A鎖が発現する時期と一致しており[2、25]、子宮腺
由来のアクチビンAが胎盤のActRに結合し、ウマ
のホルモン産生分泌を刺激していると推察され
た。
　ヒトの局所的なアクチビンA[4]およびラットの
血中アクチビンA[6]は子宮平滑筋を標的とし、収
縮性を抑制する[4]。本研究では妊娠期間を通して
子宮平滑筋に4種類のActRが発現していたことが
確認され、アクチビンが妊娠期間中に子宮平滑筋
に作用し、オキシトシンによって刺激される[14]
子宮平滑筋の収縮性調整に関与しているものと推
論された。アクチビンはウシの黄体化顆粒膜細胞
におけるオキシトシン産生を抑制する[22]。ウマ
において、オキシトシンンは子宮内膜から産生さ

れるが[1、3]、アクチビンによるオキシトシン産生
抑制機構が子宮胎盤組織にも存在している可能性
はある。このようにアクチビンは、子宮平滑筋への
直接的作用およびオキシトシン産生抑制という間
接的作用を介して、子宮平滑筋の収縮性を抑制し
ていると推察された。
　アクチビンは主に、局所的に産生されオートク
ライン/パラクライン様式によって作用を発現す
る[7]。しかし、妊娠後期のヒトにおいて、アクチビ
ンは内分泌因子としての生物学的活性を持つと考
えられている[11]。ウマにおいても同様に、アクチ
ビンAはオートクライン/パラクライン因子とし
てのみではなく、妊娠後期には内分泌因子として
活性を持ち、本研究にて確認された子宮胎盤組織
のActRに結合している可能性が考えられる。子宮
腺に加え、ヒト[20]、ブタ[24]、ヤギ[23]、ラット
[16]の卵巣はアクチビンAの産生源として知られ
る。しかし、ウマのActRの局在性、アクチビンの産
生源、アクチビンの作用の関係性を考察するには
不明な点が多い。本研究では免疫組織化学的染色
のみを実施しており、ActRおよびアクチビンAサ
ブユニットを標的としたPCRやELISAなど、他の手
法を用いた追加研究が、本研究結果およびアクチ
ビンの作用メカニズムを確証するためには必要不
可欠である。
　結論として、妊娠馬の子宮内膜上皮、子宮腺、胎
盤栄養膜、および子宮平滑筋にActRのIA、IB、IIA、
IIBの4種類が妊娠期間を通して発現していること
が明らかとなり、子宮胎盤組織においてアクチビ
ンが作用していることが推察された。ウマの胚死
滅、流産、早産の予防法確立のためにさらなる研究
が望まれる。
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要約

　アクチビンはウマの子宮腺から分泌され、ウマの妊娠成立および維持に需要な役割を果たしている。
本研究では7頭の妊娠馬（妊娠88、120、161、269、290、331、335日）の子宮胎盤組織について、アクチビ
ン受容体のタイプIA/BおよびIIA/Bの発現を、免疫組織化学的手法を用いて探索した。採取した子宮胎盤
組織は4%のパラホルムアルデヒドを用いて固定し、研究に用いた。その結果、アクチビン受容体の4種
類全てが子宮内膜上皮、子宮腺、胎盤栄養膜、および子宮平滑筋に妊娠期間を通して発現していること
が判明し、ウマの子宮胎盤組織においてアクチビンが作用している可能性が考えられた。
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ウマ子宮胎盤組織におけるアクチビン受容体の発現

背景
　ウマは約5500年前に家畜化された1といわれて

おり、現在では農耕や輸送といった従来の目的の
他にも、競馬や乗馬といったスポーツのみならず、
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で育成期の馬に対して長日処理を実施した結果、
性腺機能の早期賦活化や冬毛の脱毛を早め、さら
に筋肉量を増加させることが報告がされた[45、
50]。日本の馬生産や育成現場では、温暖な気候で
ある南国で育成された馬は、寒冷な気候である北
国で育成された馬よりも成長が早いことが一般的
に知られていた。Mizukamiら（2015）が宮崎と日
高における自然光下でのサラブレッド育成馬の成
長を比較した研究では、日高で育成された馬より
も宮崎で育成された馬の成長が早いことが報告さ
れている[45]。加えて、宮崎で育成した馬では、日
高で育成した馬に比べて、雄馬では精巣機能の早
期賦活化、雌馬では早期排卵が起こると報告され
た。
　本研究では、これまで明らかにされていない宮
崎で育成されるサラブレッド育成馬に対する長日
処理の効果を観察し、成長促進、性腺機能賦活化お
よび被毛変化について明らかにすることを目的と
した。結果は、日高で育成された育成馬と比較し、
併せて育成馬に対する長日処理の効果のメカニズ
ムを明らかにする目的で、内分泌学的変化を観察
した。

材料および方法
供試馬
　成長と性腺機能の評価に関する研究には、北海
道と青森県で生まれた48頭のサラブレッド種を
用いた。実験に際しては、2群に分けて、24頭（雄12
頭、雌12頭）を温暖な気候のJRA宮崎育成牧場

（31°90’Ｎ, 139°42’E）、残りの24頭（雄12頭、雌
12頭）を寒冷な気候のJRA日高育成牧場（42°17’
Ｎ, 142°72’E）で1歳の8月下旬から2歳の4月ま
で飼育した。実験開始時、供試馬は19ヶ月齢～
22ヶ月齢であった。

長日処理
　馬房（3.6 x 3.6m）の天井に100ワットの白色電
球を設置し、明期14.5時間、暗期9.5時間の照明条
件を人工的に作出した。照明の強さは、馬の顔の位
置で約100ルックスとした。長日処理は、1歳の12
月20日から2歳4月10日までの4ヶ月間、宮崎育成
牧場の12頭（雄6頭、雌6頭）と日高育成牧場の12

頭（雄6頭、雌6頭）に実施した。残りの宮崎育成牧
場の12頭（雄6頭、雌6頭）と日高育成牧場の12頭

（雄6頭、雌6頭）は対照群として自然光下で飼育し
た。

被毛の評価
　被毛の評価に関する研究には、宮崎育成牧場（長
日処理群の雄12頭、雌49頭と、対照群の雄12頭、
雌12頭）と日高育成牧場（長日処理群の雄48頭、雌
49頭と、対照群の雄12頭、雌12頭）で飼育された
計206頭を用いた。

採血
　1歳の11月から2歳の4月まで、9時から12時ま
での間に月1回頸静脈からヘパリン加採血管を用
いて約10mL採血した。血漿は測定まで-20℃で保
存した。

成長の指標
　成長の指標として、体重（Weight）、体高（Height）、
胸囲（Girth）および管囲（Cannon）を1歳の12月か
ら2歳の4月まで1ヶ月に1回測定した。成長を比較
する目的で、4種類の指標の増加率（4月の値/12月
の値x100）を算出した。

被毛の評価
　被毛の評価は2歳の3月に行い、3名の評価者が
全ての馬を長日処理の有無を知ることなく無作為
に評価した。“良い”を3点、“普通”を2点、“悪い”を1
点とする3点法で採点し、平均点を算出して両群
を比較した。

ホルモンの測定
　プロラクチン、黄体形成ホルモン（LH）および 卵
胞刺激ホルモン（FSH）は、馬用二抗体法ラジオイ
ムノアッセイによって測定した[17]。プロラクチ
ンの測定には、第一抗体として抗馬プロラクチン
血清（AFP-261987）、標識用および標準ホルモン
として精製馬プロラクチン（AFP-8794B）を用い
た。LH の測定には、第一抗体として抗馬LH血清

（AFP-2405080）、標識用および標準ホルモンとし
て精製馬LH (AFP-50130A)を用いた。FSH の測定

には、第一抗体として抗馬FSH血清（AFP-2062096）、
標識用および標準ホルモンとして精製馬FSH 
(AFP-5022B) を用いた。測定内および測定間変動
は、プロラクチンが7.1% と 9.8%、LHが 12.6% と
15.1%、FSHが 4.9% と 12.2% であった。
　インスリン様成長因子1（IGF-1） は、ヒト用二抗
体法ラジオイムノアッセイによって測定した
[14 ]。第一抗体には、抗ヒトIGF - 1血清(AP  
4892898)、標識用および標準ホルモンとして精製
ヒトIGF-1 (Lot#090701) を用いた。測定内および
測定間変動は、2.7% と14.8%であった。
　プロジェステロン、テストステロンとエストラ
ジオール-17β は、ヨード125で標識したホルモ
ンを用いた二抗体法ラジオイムノアッセイによっ
て測定した[57]。第一抗体としては、抗プロジェス
テロン血清（GDN 337）[26]、 抗テストステロン血
清（GDN 250）[25]、抗エストラジオール-17β 血
清（GDN 244）[41]を用いた。測定内および測定間
変動は、プロジェステロンが 7.3% と14.3% テス
トステロンが 6.3% と7.2% およびエストラジ
オール-17βが 6.7% と17.8% であった。

初回排卵日の決定
　血中プロジェステロン濃度が初めて1ng/mL以
上の値を示した日の1週間前の日を、初回排卵日
と判断した[44、46]。

統計処理
　血中ホルモン濃度は、平均値± 標準誤差 (SEM)
で示した。2点間の比較には、F-test の後Student’s  
t-testを用いた。分散が均一でない場合にはWelch
のt-testを用いた。ホルモン濃度の比較には、二元
配置の分散分析の後post-hoc テスト（Bonferroni 
post test）を用いた。P < 0.05 で統計的に有意と判
定した。

結果
宮崎育成牧場で飼育した雄育成馬
　4つの成長指標の増加率を、Fig.1aに示した。体
重（Weight）、体高（Height）、胸囲（Girth）および管
囲（Cannon）のいずれの増加率も、長日処理群と対
照群の間で有意差は認められなかった。長日処理

群と対照群の1歳11月から2歳4月におけるプロラ
クチン、LH、FSH、IGF-1、テストステロンおよびエ
ストラジオール-17βの血中濃度の変化を、Fig.2
に示した。血中プロラクチン濃度は、長日処理群で
は12月から上昇を開始し、2月に急上昇した。血中
プロラクチン濃度は、12月から4月まで長日処理
群が対照群と比較して有意な高値を示した

（Fig.2a）。血中LH濃度は、長日処理群では、11月か
ら4月まで基底値（0.16～0.54ng/mL）のままで推
移した。対照群では、1月以降上昇したが両群間に
有意差は認められなかった(Fig.2b)。血中FSH

（Fig.2c）及びテストステロン濃度（Fig.2e）は、4月
には長日処理群が対照群と比べて有意な低値を示
したが、他の月では両群間に有意差は認められな
かった。血中IGF-1濃度は、11月から4月まで、対照
群が高い傾向を示したが、両群間に有意差は認め
られなかった（Fig.2d）。血中エストラジオール-17
β 濃度は、1月から4月まで対照群が高い傾向を示
したが、両群間に有意差は認められなかった

（Fig.2f）。

宮崎育成牧場で飼育した雌育成馬
　4つの成長指標の増加率を、Fig.1bに示した。体
重と管囲の増加率は、長日処理群が対照群よりも
有意な高値を示した。結果はFig.には示していない
が、2月では、4項目（体重、体高、胸囲、管囲）の全て
において長日処理群が対照群より有意な高値を示
した。長日処理群と対照群の1歳11月から2歳4月
におけるプロラクチン、LH、FSH、IGF-1、プロジェ
ステロンおよびエストラジオール-17βの 血中濃
度の変化を、Fig.3に示した。血中プロラクチン濃
度は、1月と2月には長日処理群が対照群と比較し
て有意に高い値を示したが、4月には対照群の方
が有意に高い値を示した（Fig.3a）。血中LH濃度は、
対照群では4月まで基低値で推移したが、長日処
理群では1月から上昇が認められた。2月以降は長
日処理群が高い値を示したが、個体差が大きく両
群間に有意差は認められなかった（Fig.3b）。血中
FSH濃度は、3月と4月に長日処理群が対照群より
有意に高い値を示した（Fig.3c）。血中IGF-1濃度は、

両群間で有意差は認められなかった（Fig.3d）。血
中プロジェステロン濃度は、両群とも11月から1
月まで基低値を示したが、対照群が長日処理群よ
りも有意に高い値を示した。2月には、長日処理群
の数頭で血中プロジェステロン濃度が上昇し、3
月と4月にも高値を示したが、対照群は4月まで基
底値のままであった。2月以降、長日処理群の血中
プロジェステロン濃度が対照群よりも明らかな高
値を示したが、個体差が大きく有意差は認められ
なかった(Fig.3e、Fig.4ab)。血中エストラジオール
-17β 濃度は、対照群では2月から上昇を示した
が、長日処理群では1月には高値を示し、4月まで
高値を維持した。11月、1月と2月には、長日処理群
が対照群よりも有意な高値を示した（Fig.3f）。初回
排卵の時期については、Fig.4に示した個体ごとの
血中プロジェステロン濃度の変化によって推定し
た。対照群では6頭中2頭（33.3％）のみが4月以前
に排卵したが（Fig.4a）、長日処理群では6頭中5頭

（83.3％）が排卵した（Fig.4b）。

日高育成牧場で飼育した雄育成馬
　4つの成長指標の増加率を、Fig.5aに示した。長
日処理群における体重と体高の増加率が、対照群

よりも有意に高い値を示した（Fig.5a）。
　長日処理群と対照群におけるプロラクチン、
LH、FSH、IGF-1、テストステロン、エストラジオー
ル-17βの 血中濃度の1歳9月から2歳4月までの
変化をFig.6に示した。血中プロラクチン濃度は、
対照群では2月から4月の間に上昇したが、長日処
理群は1月から上昇し始め4月まで高値を示した。
1月と2月には長日処理群が対照群と比較して有
意な高値を示した(Fig.6a)。血中LH濃度は、対照群
では4月まで低値で推移したが、長日処理群では1
月から4月にかけて上昇が認められた。しかし、両
群間に有意差は認められなかった(Fig.6b)。血中
FSHおよびIGF-1濃度は、長日処理群で高い傾向を
示したが、両群間で有意差は認められなかった
(Fig.6c、6d)。血中テストステロン濃度は、対照群で
は3月から上昇したが、長日処理群では1月から急
激に上昇して4月まで高値を維持した。しかし、個

体差が大きいため、両群間に有意差は認められな
かった（Fig.6e）。血中エストラジオール-17β 濃度
は、対照群では2月から4月にかけて緩やかに上昇
したが、長日処理群では1月から上昇し始め、3月
には対照群と比較して有意な高値を示した

（Fig.6f）。

日高育成牧場で飼育した雌育成馬
　4つの成長指標の増加率を、Fig.5bに示した。長
日処理群では、体高の増加率が対照群よりも有意
に高い値を示した（Fig.5b）。長日処理群と対照群
のプロラクチン、LH、FSH、IGF-1、プロジェステロ
ン、エストラジオール-17βの血中濃度の1歳9月
から2歳4月までの変化を、Fig.7に示した。血中プ
ロラクチン濃度は、対照群では3月から緩やかに
上昇したが、長日処理群では1月から上昇し、4月
まで高値を維持した。1月と2月には、対照群と比
較して有意な高値を示した（Fig.7a）。血中LH濃度
は、対照群では4月から上昇したが、長日処理群で
は2月から上昇が認められた。長日処理群におけ
る個体差が大きいため、両群間に有意差は認めら
れなかった（Fig.7b）。血中FSH濃度は、両群とも12

月からわずかに上昇したが、対照群では4月まで
低値を維持した。長日処理群は2月から再び上昇
し、3月には対照群と比較して有意な高値を示し
た(Fig.7c)。血中IGF-1濃度は、両群間で有意差は認
められなかった(Fig.7d)。血中プロジェステロン濃
度は、対照群では4月から上昇する傾向を示した
が、長日処理群では2月から上昇した。しかし、長
日処理群における個体差が大きいため、両群間に
有意差は認められなかった(Fig.7e)。血中エストラ
ジオール-17β 濃度は、対照群では3月から上昇し
たが、長日処理群では1月から上昇し、4月まで高
値を維持した。両群間に有意差は認められなかっ
た（Fig.7f）。初回排卵の時期については、Fig.8に示
した個体ごとの血中プロジェステロン濃度の変化
によって推定した。対照群では6頭中2頭（33.3％）
が4月以前に排卵したが、長日処理群では2月から
排卵し、6頭全頭（100％）が4月以前に排卵した

（Fig.8）。

被毛の変化
　2歳の3月(長日処理法実施後3ヶ月)に撮影した
両群の代表的な写真をFig.9に示した。
　また、各群の被毛の評価点の平均値を、Fig.10に
示した。宮崎（雄Fig.9A；雌Fig .9C）と日高（雄
Fig.9E；雌Fig.9G）における対照群では、冬毛が残っ
ていたが、長日処理群の雄（宮崎Fig .9B；日高
Fig.9F）と雌（宮崎Fig.9D；日高Fig.9H）では冬毛の
脱毛が進んでいた。被毛の評価点は、日高の雄

（Fig.10A）と雌（Fig.10B）、宮崎の雄（Fig.10C）と雌
（Fig.10D）において、長日処理群が対照群と比較し
て有意な高値を示した。

考察
　本研究では、宮崎で育成したサラブレッド育成
馬に初めて長日処理を実施し、成長、内分泌機能、
性腺機能および被毛の変化を日高で育成した馬と

比較した。本研究の結果から、日本の南に位置する
温暖な気候の宮崎と、北に位置する寒冷な気候の
日高で育成した馬に対する長日処理の効果の違い
が明らかとなった。長日処理による成長促進と性
腺機能の促進効果は、日高で育成した馬では、雌雄
馬共に認められた。しかし、宮崎で育成した馬で
は、雌では長日処理による成長促進と性腺機能の
促進効果が認められたが、雄には長日処理の明ら
かな効果は認められなかった。
　成長促進効果については、日高においては、長日
処理群が自然光下で育成した対照群よりも、雄で
は体重と体高、雌では体高が増加した。宮崎におい
ては、雌では体重と管囲が対照群と比べて長日処
理群で増加した。さらに、宮崎で育成した雌の2月
における増加率は、4項目（体重、体高、胸囲、管囲）
全てにおいて、対照群と比べて長日処理群で増加
した。しかし、雄馬では、いずれの成長項目でも長
日処理の効果は認められなかった。
　性腺機能促進効果については、長日処理は日高
で育成した雌雄馬および宮崎で育成した雌馬の性
腺機能を促進することが明らかとなった。雄馬で

は精巣からのホルモン分泌量の増加が認められ、
雌馬では初回排卵の早期化が起こった。本研究の
結果から、長日処理は繁殖雌馬と同様に育成馬に
対しても性腺機能の促進効果を持つことが明らか
となった[7、23、53]。しかし、宮崎で育成した雄馬
では、成長および性腺機能に対する長日処理の効
果は認められなかった。その理由は、現時点では明
らかではない。
　日高と宮崎において、自然光下で育成した雌雄
サラブレッドの成長を比較した我々の過去の研究
から、雌雄ともに宮崎で育成した馬が日高で育成
した馬より成長が促進される事実が明らかになっ
た[45]。動物の成長速度には限界があるため、宮崎
で育成した雄馬は自然光下で、既に限界に近いス
ピードで成長を遂げていることから、長日処理を
実施しても体重、体高、胸囲、管囲のさらなる成長
促進は認められなかった可能性が示唆された。宮
崎で育成した雄馬における長日処理の効果につい
ては、さらなる研究が必要である。しかし、プロラ
クチン分泌量は、宮崎で育成した雄馬でも明らか
に増加した。この事実は、宮崎と日高で育成した馬
に対して、増加したプロラクチンが何らかの生理
学的作用を有していることを示す結果である。本
研究において被毛の変化を観察した結果から、日
高で育成した雌雄馬と同様に、宮崎で育成した雌
雄馬でも長日処理により冬毛の脱毛が進んでいる
ことが明らかとなった。
　内分泌の変化に関しては、長日処理でプロラク
チン分泌の時期が早まり、分泌量も増加すること
が宮崎と日高のいずれの地域で育成した雌雄馬共
に誘導される事実が明らかとなった。日高で育成
した馬における長日処理の効果は、過去の研究と
同様であった[42,50]。プロラクチン分泌は、多く
の動物で日照時間に比例して増加し、様々な生理
作 用 を 発 揮 す る 事 実 が 報 告 さ れ て い る
[5,6,12,16,17,24,27]。プロラクチンの生理作用と
しては、冬毛の換毛と営巣行動の促進が報告され
ている[18-20,58,59]。プロラクチンのレセプター
は、骨端の成長板に発現しており、プロラクチンは
授乳中のラットの脛骨を伸長させることが報告さ
れている[54]。また、プロラクチンは腸からのカル
シウム吸収を促進させることが報告されている

[9,10,55]。さらに、プロラクチンは、副腎からの糖
質コルチコイドの分泌を促進し[32-36]、免疫機能
を増強させて胃潰瘍を予防する[2]などの作用が
あることから、近年ではアンチストレスホルモン
として注目を浴びている[56]。
　プロラクチンの性腺機能に関しては、プロラク
チンは、馬の卵巣機能に対して全身的および局所
的な作用で卵巣機能に重要な生理学的役割を果た
していることが報告されている[37、38、51]。ま
た、プロラクチンとドーパミンのレセプターが、馬
の卵巣組織に存在することが報告されている

「37-39」。さらに、プロラクチンは、プロラクチン
自身のレセプター数を増加させ、ミンクの黄体細
胞のLHレセプター数を増加させる作用が報告さ
れている[21]。プロラクチンは、雄の生殖にも重要
なホルモンであり、多くの動物において、ステロイ
ドホルモンの生合成、生殖子形成、性行動などにお
ける作用が報告されている[3]。雄馬および去勢馬
で、長日期に血中プロラクチン濃度が上昇するこ
とが報告されている[16]。ヒト、クマおよびシカの
精巣や副生殖腺でプロラクチンレセプターの発現
が報告されている[28-31]。クマやゴールデンハム
スターでは、繁殖期に精巣のプロラクチンレセプ
ター数が増加することが報告されている[4、30、
40]。これらの事実は、プロラクチンが動物の生殖
腺や副生殖腺に重要な生理作用を有している事を
示していると解釈されている。
　IGF-1は、成長ホルモンにより分泌が促進され、
身体の成長を促すホルモンである。主に肝臓から
分泌される[15]。IGF-1は、体内での半減期が長く
日内変動がないので、成長に関する内分泌状態を
調べる良い指標である[8]。馬の精巣にIGF-1と
IGF-1レセプの局在が認められることが報告され
ているが[60]、本研究では、長日処理によって、宮
崎と日高のいずれで育成された馬においても
IGF-1の血中濃度に有意な変化は認められなかっ
た。
　本研究において、長日処理は、日高で育成した雌
雄馬および宮崎で育成した雌馬で、下垂体からの
2つの性腺刺激ホルモン（LHとFSH）の分泌を促進
させることが明らかとなった。その結果として、日
高で育成した雄馬では、長日処理によって精巣か

らのテストステロンとエストラジオール-17βの
分泌量が増加した。また、日高と宮崎で育成した雌
馬では、卵巣からのエストラジオール-17βとプロ
ジェステロン分泌が増加した。
　雌馬では、エストラジオール-17βは成熟卵胞か
ら分泌され、プロジェステロンは黄体から分泌さ
れる[44,46]。本研究では、長日処理によって雌馬
の下垂体からLHとFSH分泌が促進され、このLHと
FSHによって卵巣では卵胞の成熟が促進して、そ
の結果として排卵時期が早まったと解釈された。
また、雄馬では、分泌が増加したLHとFSHによって
精巣のライディッヒ細胞とセルトリ細胞からテス
トステロンとエストラジオール-17βの分泌が刺
激され、結果として精子形成が促進されたと解釈
された。本研究におけるホルモン測定の結果に基
づくと、下垂体からの性腺刺激ホルモンの分泌は、
雌雄ともに長日処理開始後約1ヶ月の1月後半か
ら増加した。この結果から、視床下部－下垂体軸に
対する長日処理の効果が発揮されるまでに約1ヶ
月が必要であることが明らかとなった。自然光下
で育成されている多くの雌馬では、発情と排卵は
2歳の4月以降に起こる。したがって、本研究にお
いて、1歳の12月から行った長日処理は、繁殖雌馬
と同様に育成馬においても、約2ヶ月早く排卵を
誘発することが明らかとなった。
　雄馬においては、精巣のライディッヒ細胞がテ
ストステロンだけでなく大量のエストラジオール
-17βを分泌することが報告されている[47-49]。
テストステロンは、雄馬の副生殖腺の成長を促し、
精子形成を刺激する。また、テストステロンは、脂
肪異化を促しトリグリセリドの蓄積を阻害する。
結果的に、体脂肪の蓄積を減少させる[1]。テスト
ステロンは、蛋白質同化作用を持っており、筋肉量
を増加させる[22]。さらに、骨に直接作用してエス
トラジオール-17βへと変換され、骨形成を促す
[11,44,52]。エストラジオール-17βは、雌馬の成
熟卵胞の顆粒層細胞から分泌される[44,46]。エス
トラジオール-17βは、発情を誘起し、子宮内膜の
成長、子宮腺の発達、および子宮と膣の粘液分泌を
促すことで受精･着床の準備を行うホルモンであ
る。また、エストラジオール-17βの骨への作用は、
骨成熟を促し骨密度の増加を促進することが知ら

れている。エストラジオール-17βは、脂肪代謝を
高め、体脂肪蓄積を減少させる[13]。
　本研究の結果を要約すると、日本で自然光の下
で飼育されたサラブレッド1歳馬の成長は、寒冷
な気候の日高と比べて温暖な気候の宮崎で育成す
る方が優れていることが明らかとなった[45]。し
かし、日高においても長日処理を実施して日照時
間を延長した環境で育成することにより、成長、性
成熟や冬毛の脱毛を促進することが可能である。
また、宮崎においても長日処理を実施することに
より、雌馬では、成長、性成熟や冬毛の脱毛を促進
することが可能であることが明らかになった。長
日処理を行った育成馬における、筋肉や脂肪、およ
び心肺機能への影響については、今後さらなる研
究が必要である。
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セラピーアニマルとしても活躍の幅を広げてい
る。このように活躍の幅を広げる中で、大型動物で
あるウマを扱うには常に危険が伴うにもかかわら
ず、ウマの扱いに長けていない人がウマと触れ合
うような場面が日常的になってくることが想定さ
れる。ウマとヒトがお互いのシグナルをどのよう
に認知し、コミュニケーションを図っているのか
を科学的な根拠をもとに知ることは、お互いによ
り良い関係を築き、人馬の安全を向上するうえで
大いに役に立つだろう。また、そのような研究から
得られた知見を活かしたトレーニングや調教はウ
マの福祉の向上にも役立つと考えられる2。しか
し、大型動物であるウマの行動制御が難しいこと
や、研究対象個体数を十分に確保するための複数
の実験場所で実験実施に伴う実験環境の統制の難
しさから、ウマの認知に関する科学的研究・調査は
不足しているのが現状である3。
　ただし、最近ではヒトとウマのコミュニケー
ションに関する研究が徐々に増えてきている。例
えば、ウマがヒトの表情の意味を理解しているか
どうかについては、Smith, Proops, Grounds, 
Wathan, & McComb（2016）が研究している。彼ら
は、ウマにヒトの表情の写真刺激を呈示し、ウマは
ヒトの笑顔と怒り顔を区別すること、また怒り顔
が呈示された際に心拍数が最高値に達する時間が
より短くなることを示した4。この結果は、ウマが
ヒトの怒り顔に対してより身構えて緊張すること
を示しており、ウマに別のウマの表情刺激を呈示
した際の結果5とも一致している。したがって、ウ
マ同士のコミュニケーションにおける表情からの
感情認知と同様のメカニズムがヒトとのコミュニ
ケーション時にも機能していることが推測されて
いる。
　一方で、通常のウマ同士のコミュニケーション
が行われる場面では、視覚だけでなく聴覚も重要
な役割を果たしている6。ウマは嘶き（いななき）と
いう特有の音声を持っている。嘶きにはネガティ
ブな感情やポジティブな感情が反映される7, 8こと
や、その異なる感情が反映された音声に対応した
反応をウマが示すことも明らかになっている9。こ
のことはウマ同士が音声によって感情情報をやり
とりする可能性を示唆している。

　また、ウマおける視聴覚の情報の統合について
の研究も行われている。Proops, McComb, & Reby

（2008）は、ウマに対して、群れの仲間の個体A（個
体A）が目の前を歩いていき、障壁の向こう側に隠
れる様子（視覚刺激）を見せた。その後、その障壁の
後ろに設置したスピーカーから、直前に障壁の後
ろに隠れるのを見せた個体Aまたは別の個体の音
声（聴覚刺激）を再生し、ウマの反応を測定した。そ
の結果、別の個体の音声が再生された際には、直前
に障壁の後ろに隠れるのを見た個体と同一個体の
音声が再生されたときに比べ、スピーカーの方を
注視している時間が有意に長くなり、スピーカー
の方を注視するまでの反応時間が有意に短くなる
ことがわかり、期待違反が生じたことが確認され
たのである10。このことから、ウマが同じ群れの同
種個体に対して視覚と聴覚をクロスモーダルに組
み合わせて個体識別を行うことが明らかになっ
た。また、Proops & McComb（2012）やLampe & 
Andre（2012）は、このウマにおける視覚と聴覚の
クロスモーダルな識別が、ウマに対してだけでは
なく、普段慣れ親しんでいるヒトに対してもなさ
れることを示している11, 12。したがって、ウマは日
常的に他者の識別に視聴覚の情報を組み合わせて
社会的なシグナルとして利用していることが考え
られる。
　以上の先行研究を踏まえると、ウマはヒトとの
コミュニケーションの中で感情に伴う表情や音声
を組み合わせて社会的なシグナルとして活用して
きた可能性が十分に考えられる。本研究では、期待
違反法を用いて、表情と音声の感情価の一致・不一
致、また、刺激となるヒトとの親密さの違いがウマ
の行動や心拍数に与える影響を調べることで、ウ
マにおけるクロスモーダルなヒトの感情認知につ
いて検討した。なお、期待違反法はもともとヒト乳
児の認知発達を調べるために考案された手法であ
る。まず実験対象の動物に、ある刺激 A（例：ヒトの
笑顔）を見せる。次に、その刺激から期待される刺
激 B（例：ヒトの褒める声）または期待に反する刺
激 C（例：ヒトの叱る声）を聞かせる。もし動物が刺
激 A（笑顔）から刺激 B（褒める声）を期待するなら
ば、刺激 C（叱る声）が聞こえてきた際に、その期待
が裏切られたことによって驚くことが予想され

る。この「えっ？」という違和感を捉える方法が、期
待違反法である。このような場合、期待違反から生
じる違和感から、期待通りの刺激 B（褒める声）よ
りも刺激 C（叱る声）に対する動物の注視が素早く
生じたり、長くなったりすると予測される。本研究
では、スクリーンにヒトの表情を呈示した後、スク
リーンの前にあるスピーカーからそのヒトの音声
を再生した。ウマが表情と音声をクロスモーダル
に関連付けてヒトの感情を認知できているなら
ば、表情と音声で異なる感情価の刺激を呈示した
際に期待違反が生じることとなる。したがって、表
情と音声の感情価が一致しているときよりも不一
致のときに、音声再生後にウマがスピーカーの方
を注視する時間が長くなり、スピーカーの方を注
視するまでの反応時間が短くなり、心拍数が音声
再生の直前に比べて上昇すると予測した。また上
述のように、親しい人の識別がクロスモーダルに
可能であるという先行研究の結果に加え、ウマは
親しい人とは感情を含んだコミュニケーションを
直接豊富にとっているため、親しい人の表情と声
の組み合わせを学習していると考えられる。した
がって、その組み合わせの連合が強く生じている
ので、普段よく接している親しい人（馬術部のウマ
の担当者）に対して期待違反がより大きく生じる
と予測した。

方法
参加個体
　東京大学馬術部のウマ（Equus caballus）9頭と東
京農工大学馬術部のウマ10頭の計19頭（セン馬が
18頭、牝馬が1頭、平均年齢14 ± 6.2歳）が実験に
参加した。

刺激
　刺激としては、各ウマの飼育・調教担当者（参加
個体の日常の手入れ、騎乗、接触回数が多い者；以
下担当者）と未知者（参加個体が会ったことのない
人）から表情（視覚刺激）と音声（聴覚刺激）をそれ
ぞれ収集した。未知者の性別は担当者の性別と対
応させた。担当者は男性が7名、女性が11名であっ
た。女性のうち1名は2頭担当馬がいたため、表情
は同一のものを使用し、音声は2頭分収集した。

表情（視覚刺激）
　表情はデジタルカメラ（A3300、SONY）を用い
て撮影した。ポジティブな刺激として笑顔を、ネガ
ティブな刺激として怒り顔を、正面から撮影した。
笑顔、怒り顔については、Ekman, Friesen, & Hager 
(1978)13に基づいてモデル（担当者と未知者）に表
出してもらい、撮影した。
　撮影した表情は、Adobe Photoshop Element 12
を用いて編集した。縦幅は頭頂部から顎、横幅は左
右の耳の幅となるようにトリミングした後、高さ
が1500pixelとなるようにサイズ変更した。編集後
の横幅は1000pixel程度となるようにトリミング
を調整した。また、背景は白で塗りつぶした。図1
は刺激となる表情の例を示している。
　表情はプロジェクター（V-1080 PlUSVision）を
用いてスクリーンに呈示した。スクリーンに呈示
した際の刺激サイズはA3サイズ（42 × 29.7 cm）
程度であった。これはSmith et al.（2016）4の研究
で使用されている刺激サイズを参考にした。

音声（聴覚刺激）
　 音 声 は S A N Y O リ ニ ア P C M レ コ ー ダ ー

（ICR-PS501RM）を用いてデジタル録音した。ポジ
ティブな刺激として褒める声（高めの声でやさし
く呼びかける声）を、ネガティブな刺激として叱る
声（低めの声で厳しく呼びかける声）を録音した。
どちらの刺激についても、ウマの普段の呼び名を
3回呼んでもらった。
　録音した音声はパーソナルコンピュータに出力

し、SoundEngine ver.5.21を用いて編集した。各刺
激は呼び名がそれぞれ1秒のブランクを挟んで3
回連続で再生されるように編集した。編集後の刺
激の長さは、ウマの呼び名の長さによって異なっ
たが、4秒から8秒程度であった。刺激はウマから
1.3mの距離にあったスピーカー（SoundLink 
Mobile II Leather BOSE）から再生した。スピー
カーから再生した音声の大きさは約67 ± 2.1dB
であった。

実験環境
　東京大学馬術部のウマは東京大学馬術部の厩舎
の空き馬房で、東京農工大学馬術部のウマは東京
農工大学馬術部の厩舎内の空スペースで実験をお
こなった。空き馬房・空スペースから実験とは関係
ない敷料などを取り除き、入口とは反対側の扉を
開けてビニール段ボールで仕切りを作った部屋を
実験スペースとした。
　図2は実験スペースの配置を示している。実験
スペースの大きさは、東京大学馬術では3.2 × 2.4 
× 3.7m、東京農工大学馬術部では3.0 × 3.0 × 
4.5 mであった。スクリーンは馬房から1.3mの場
所に配置し、その手前にスピーカーを設置した。実
験の様子は前方、後方、斜め前の3ヶ所からビデオ
カメラ（うち2台はHDC-TM25 Panasonic、残りの1
台はHDR-XR350 SONY）を用いて撮影した。

参加個体の準備
　ウマ用のベルトを用いて心拍計（M800  
POLAR）を参加個体に装着した後、心拍数が落ち
着くまで待機させた。受信機は参加個体の無口頭
絡（ハミのついていない頭絡。手入れ時などに用い
られる）の顎の裏に装着し、ウマの横に位置する実
験補助者が確認できるようにした。

手続き
　全体の手続きはLampe & Andre (2012)12を参考
にした。実験者と実験補助者は著者と実験補助の
馬術部員が担当した。実験者はパソコンを操作し、
実験補助者は参加個体を実験スペースに連れてい
き、試行の間参加個体の横に立っていた。
　まず、実験補助者が参加個体を実験スペースに
入れて、参加個体の顔をスクリーンの方へ向けた
後、安静時の心拍数（28 ~ 40 bpm）14になって5秒
程度安定するか、心拍数が10秒間変わらなくなる
まで待った。その後、実験補助者が心拍の記録を開
始し、試行を開始した。このとき、実験者は実験補
助者の合図に合わせて刺激呈示用のパーソナルコ
ンピュータ（SONY製）を操作して、以下の刺激呈示
を自動でおこなった。まず試行開始から15秒後に
スクリーンに表情を呈示した。表情を30秒間呈示
し、15秒間のブランクを挟んで音声を再生した。
音声の再生開始から15秒後までを区切りとし、こ
こまでを1試行とした。
　試行の間、実験者は正面のビデオカメラで、参加
個体および実験補助者に危険が生じていないこと
を確認した。また、実験補助者は曳き手を持ったま
ま参加個体の横に立ち、スクリーンに呈示される
表情をウマに確実に見せるために表情が呈示され
るまではウマがスクリーンの方を向くように曳き
手を操作した。表情の呈示が始まってから志向終
了の合図が実験者からあるまでは、実験補助者の
動作や視線がウマに影響するのを防ぐため、実験
補助者は下を向き、曳き手の操作を一切しなかっ
た。なお、ウマが自由に行動できるように、曳き手
を緩く持っていた。

実験デザイン
　感情価の一致性（一致・不一致）、親密性（担当者・

未知者）、表情の感情価（笑顔・怒り顔）の3要因被
験者内計画であった。なお、呈示した表情の感情価
がウマの行動・生理指標に影響する4ことも予測さ
れたため、表情の感情価も要因の1つに設定した。
したがって、参加個体は2×2×2の合計8条件につ
いて、1試行ずつの実験を受けたのである。
　実験は、1個体に対し1日に1条件1試行のみ実施
した。条件の実施順と条件そのものの効果を独立
に検討するために、条件の実施順序は参加個体間
でカウンターバランスをとった。また、馴化を防ぐ
ために、最低2日以上試行間間隔をとった。

分析
行動指標
　撮影した動画はコンピュータに出力し、
CyberLink PowerDirector 14（64bit）を利用して解
析をおこなった。30分の1秒を1フレームとし、音
声の再生開始から試行終了までの間にスピーカー
の方を注視していた時間（以下、「注視時間」と表
記）および音声の再生開始からスピーカーの方を
注視するまでの反応時間をコーディングした。音
声の再生開始から試行終了までは15秒であった
ため、注視時間や反応時間の最大値は450フレー
ムであった。つまり、音声再生から15秒間反応が
なかった場合は、注視時間を0フレーム、反応時間
を450フレームとしたということである。
　注視の定義はスクリーン正面から撮影したビデ
オ映像の中で「ウマが正面から左右45度以内（合
計90度）で前を向いている状態が120ミリ秒以上
継続していること」12とした。また、左右45度の判
別は「ウマの眼球が消えて、眼窩の弯曲だけが見え
て、同じ側の鼻孔が見えなくなったとき」12とし
た。また、音声開始の段階でウマが注視している場
合は、瞬きをした瞬間を注視の開始とした12。な
お、瞬きは哺乳類において注意を切り替える際に
生じると考えられている15。
　コーディングの信頼性を確認するために、実験
目的を知らない評定者1名が全152試行中27試行
のビデオを全く同様に分析した。Pearsonの相関係
数は、反応時間についてr = .929（p < .001）、注視
時間についてr = .943（p < .001）と十分に高く、ビ
デオ解析の信頼性は十分であった。なお、行動指標

の解析に先立って表情の注視時間を同様に解析
し、参加個体が表情を全く注視しなかった試行の
データは欠損値として処理した。

生理指標
　心拍データはパーソナルコンピュータに出力
し、心拍計付属の解析ソフト（POLAR FLOW）を用
いて1秒ごとの心拍数のデータを抽出した。音声
再生開始直後15秒間の平均値から音声再生直前
15秒間の平均値を引いた差分のデータを各条件・
各個体について比較した。

統計分析
　IBM SPSS Statistics 24を使用して分析をおこ
なった。すべての指標について線形混合モデル

（LMM）を用いて、AICが最小になるベストモデル
を選択した。
　なお、反応時間のデータには分布に偏りが見ら
れたため、対数変換をしたうえで分析をおこなっ
た。また、外れ値（各条件の個体間平均値から標準
偏差の2倍以上乖離した値）のデータは分析から
除外し、欠損値として扱った。

結果
　図3はウマのスピーカーへの注視時間の結果を
示している。固定効果として親密性・感情価の一致
性・表情の感情価およびすべての交互作用を選択
し、変量効果として参加個体・実験場所・実験補助
者を選択したモデルがベストモデル（AIC  =  
1649.093）であった。その結果、感情価の一致性と
親密性の交互作用が有意であった（F(1, 128) = 
9.870, p = .002）。Sidakの補正を用いて多重比較
をおこなったところ、担当者条件においてのみ、ウ
マは一致条件でよりも不一致条件で有意に長くス
ピーカーの方を注視した（t(128) = 3.878,  p 
< .001）。また、一致条件においてのみ、担当者条件
でよりも未知者条件で有意に長くスピーカーの方
を注視した（t(128) = 1.990, p = .049）。加えて、親
密性と表情の感情価の交互作用が有意であった（F
(1, 128) = 8.423, p < .004）。Sidakの補正を用いて
多重比較をおこなったところ、怒り顔条件におい
てのみ、ウマは担当者条件でよりも未知者条件よ

りも有意に長くスピーカーの方を注視した（t
(128) = 3.359, p = .001）。また、未知者条件におい
てのみ、ウマは笑顔条件でよりも怒り顔条件で有
意に長くスピーカーの方を注視した（t(128) = 
4.600, p < .001）。

　図4はウマがスピーカーの方を注視するまでの
反応時間の結果を示している。固定効果として親
密性・感情価の一致性・表情の感情価およびすべて
の交互作用を選択し、変量効果として参加個体・実
験場所・実験補助者を選択したモデルがベストモ
デル（AIC = 449.384）であった。その結果、感情価
の一致性の主効果が有意（F(1, 121) = 9.329 , p 
= .003）で、ウマは一致条件でよりも不一致条件で
有意に素早くスピーカーの方を注視した。また、親
密性の主効果が有意で（F(1, 121) = 6.310 , p 
= .013）、ウマは担当者条件でよりも未知者条件で
有意に素早くスピーカーの方を注視した。

　図5は音声再生前後のウマの平均心拍数の差を
示している。固定効果として親密性・感情価の一致
性・表情の感情価およびすべての交互作用を選択
し、変量効果として参加個体・実験場所・実験補助

者を選択したモデルがベストモデル（AIC  =  
480.923）であった。その結果、感情価の一致性と
表情の感情価の交互作用が有意であった（F(1, 
120) = 6.919 , p = .010）。Sidakの補正を用いて多
重比較をおこなったところ、怒り顔条件において
のみ、一致条件でよりも不一致条件で平均心拍数
の差が大きくなった（t(120) = 2.900, p = .004）。
また、不一致条件においてのみ、笑顔条件でよりも
怒り顔条件で平均心拍数の差が大きくなった（t
(120) = 3.310, p = .001）。

考察
　本研究では、期待違反法を用いて、表情と音声の
感情価の一致性、また、刺激となるヒトへの親密性
の違いがウマの行動や生理指標に与える影響を調
べることで、ウマにおけるクロスモーダルなヒト
の感情認知について検討した。ウマが表情と音声
のクロスモーダルをクロスモーダルに関連づけて
認知できているならば、異なる情動価の表情と音
声を呈示した際に期待違反が生じ、一致条件でよ
りも不一致条件でウマがスピーカーの方を注視し
ている時間が長くなり、スピーカーの方を注視す
るまでの反応時間が短くなり、音声再生前に比べ
て再生後に心拍数上昇すると予測した。また、その
期待違反がウマと親密な担当者条件において顕著
に見られるだろうと予測した。
　行動指標の分析の結果、スピーカーへの注視時
間については、担当者条件においてのみ、ウマが一
致条件でよりも不一致条件で有意に長くスピー
カーの方を注視するという結果が得られた。この
結果は担当者条件においてのみ期待違反が生じた
ことを示唆しており、感情価の一致性・親密性の両

方について仮説を支持している。また、スピーカー
の方を注視するまでの反応時間については、親密
性に関わらず、ウマは一致条件でよりも不一致条
件で有意に素早くスピーカーの方を注視するとい
う結果が得られた。この結果も期待違反が生じた
ことを示唆しており、感情価の一致性についての
仮説を支持している。以上の行動指標に関する結
果は、ウマがヒトの表情と声を関連づけて感情を
認知していることを示唆している。つまり、一連の
結果は、ウマが視覚と聴覚を組み合わせたクロス
モーダルなウマ・ヒトの個体識別をすることが可
能であるとする先行研究10-12の結果を、ヒトの感情
認知についても拡張するものである。
　生理指標の結果については、怒り顔条件におい
てのみ、ウマの平均心拍数が一致条件でよりも不
一致条件で有意に上昇した。心拍数の上昇は覚醒
度の高まりを意味している16,17ことから、ウマにお
いては、ヒトの怒り顔を見てやや緊張していた後
に褒める声を聞くと覚醒度が高まった、というこ
とになる。つまり、怒り顔を見た後にその感情とは
一致しない褒める声を聴いたことでウマに期待違
反が生じたと考えられる。一方で、笑顔条件ではウ
マが笑顔を見てリラックスし、覚醒度が下がって
いた16ため、その状況で叱る声を聞いても心拍数
に影響するほど覚醒度は上昇しなかったと考えら
れる。これらの結果は期待違反が心拍数に部分的
に影響することを示唆している。しかし、本研究に
おいては、平均心拍数が試行の開始から音声の再
生まで緩やかに低下し続けていた。このことは、実
験スペースに移動してきてから実験開始までに十
分にウマの心拍数が下がりきっていなかったこと
を示している。ウマはヒトの注意の状態に敏感18,19

であり、ヒトの緊張はウマに伝染する20という報
告もあるため、実験中ウマの真横に立っていた実
験補助者の緊張が伝染した可能性が考えられる。
実際、実験開始直前までは実験補助者がウマの無
口頭絡につけられた心拍計に注目して心拍数が安
静時の値で安定するのを確認していたが、試行開
始と同時にその注目がなくなったため、試行開始
と同時にウマの心拍数が下がり始めた可能性が十
分にある。今後の研究では、ウマがヒトの注意状態
や心理状態に影響を受けないような手続きを考案

する必要があるだろう。
　なお、ウマは、未知者条件においてのみ、笑顔条
件でよりも怒り顔条件で有意に長くスピーカーの
方を注視した。また怒り顔条件においてのみ、ウマ
は担当者条件でよりも未知者条件で有意に長くス
ピーカーの方を注視した。これらの結果は、未知者
においては表情の感情価の効果が強く出ているこ
とを示している。ウマは未知者であってもその怒
り顔を認識することはできる4ため、その怒り顔が
脅威として機能し、ウマの緊張を高め4、怒り顔条
件においては再生された音声に対して敏感に反応
し長く注視したのだと考えられる。加えて、ウマは
担当者条件でよりも未知者条件で有意に素早くス
ピーカーの方を注視した。これは親密性に関する
仮説に反する結果である。ただし、ウマは双子や親
密な人とそうでない人の見分けがつくという報告
がある21,22 ことから、本研究においてもウマはや
はり担当者と未知者を区別していたと考えられ
る。したがって、反応時間の結果からも、ウマが担
当者よりも未知者により警戒し、注意を払ってい
た22ことが示唆される。
　以上をまとめると、本研究では、ウマが表情と音
声を関連づけてヒトの感情を認知することがわ
かった。またその認知が親密な担当者に対してだ
けでなく、未知者にも一般化されうることが明ら
かになった。これらの結果は、ウマはヒトとのパー
トナー関係を築く中で、表情や音声を社会的なシ
グナルとして理解し、それらを通じてお互いの感
情を認知してコミュニケーションを図ってきたこ
とを示唆している。今後、こうしたウマの認知能力
が遺伝的に備わった生得的なものなのか、それと
もヒトとのコミュニケーションによって学習され
るものなのか、またどのように発達するのかを検
討することで、伴侶動物であるウマとヒトとの絆
の形成について理解を深めていきたい3。
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緒論
　競走馬は、一定レベルまでの馬体の成長が望ま
れる。馬生産現場では、長日処理が繁殖季節を早

め、自然環境下より早く受胎させて出産時期を早
めることが可能なことから、繁殖雌馬に用いられ
ている。近年、日本中央競馬会（JRA）日高育成牧場

はじめに
　胎盤は妊娠中に発達する重要な内分泌器官であ
り[13]、胎子の発達を支えるエストロジェンや、子
宮の収縮性を抑えるプロジェステロンの分泌が知
られている[1、17]。近年、ウマを含む数種類の動物
において、アクチビンというホルモンが注目され
るようになってきた[2、9、11]。
　アクチビンとはトランスフォーミング増殖因子

（TGF）-βファミリーに属する糖タンパク質ホルモ
ンであり、2つのβサブユニットが結合して構成
され、主にアクチビンA（βA+βA）、アクチビンAB

（βA+βB）、およびアクチビンB（βB+βB）の3種
類に分類される[7、12]。ヒトにおいて、胚および子
宮胎盤組織から産生分泌されたアクチビンAは、
着床準備、胚および胎盤の発達、子宮の免疫反応の
調整などの妊娠維持に重要な作用を、オートクラ
イン/パラクライン様式にて担っている[8、9、11、

19]。
　アクチビン受容体（Activin Receptor：ActR）は、
細胞膜貫通型のセリン‐スレオニンキナーゼ活性
型の受容体で、主にActR IA、IB、IIA、IIBの4種類が
知られている[7、18、23]。アクチビンはまずII型受
容体に結合し、I型受容体を動員する。続いて、I型
受容体をリン酸化して活性型とし、細胞内シグナ
ルを伝達することでアクチビンの作用が発現され
る[7、18]。ウマの子宮胎盤組織において、アクチビ
ンAが産生分泌されている可能性が近年報告され
ているものの[2、25、26]、ActRに関する報告はな
されていない。
　ウマの繁殖において胚死滅および胎子喪失は非
常に大きな問題であり、これらを最小限に抑える
有効な方法の確立が望まれる。子宮胎盤機能を良
好に保つことは正常な妊娠を維持するためには必
要不可欠であることから、妊娠期の子宮胎盤機能

に関係するアクチビンの作用部位を解明すること
は臨床繁殖上、有用な研究と考えられる。本研究で
は子宮胎盤組織で重要な役割を担っているアクチ
ビンに注目し、ウマの子宮胎盤組織および子宮平
滑筋におけるActRの局在性を、免疫組織化学的手
法を用いて探索することを目的とした。

材料及び方法
動物：
　研究には北海道の日本中央競馬会（JRA）日高育
成牧場にて飼養されていた7頭の妊娠したサラブ
レッドを用いた（9‐20才、平均±標準偏差：
13.1±3.7才）。組織採取時の各馬の妊娠日数は
88、120、161、269、290、313、335日であった。な
お、最終交配日を妊娠0日と定義した。これらの馬
は健康体で安楽殺されたか、疝痛などの繁殖に関
係する疾患以外の理由により安楽殺された。安楽
殺はメデトミジン（5µg/kg）の静脈内投与後に、チ
オペンタールナトリウムおよび塩化スキサメトニ
ウムの混合物を過剰投与して実施した。子宮平滑
筋を含む子宮胎盤組織を即座に採取し、4%パラホ
ルムアルデヒドを用いて固定後、エタノールにて
脱水し、パラフィンに包埋した。本研究における安
楽殺および組織採取を含む研究計画は、JRA日高
育成牧場動物倫理委員会にて承認された。

免疫化学組織学的染色：
　包埋された組織を4µmに薄切し、スライドガラ
ス（MAS-GP type A、S9904、松浪硝子工業株式会
社、大阪、日本）上に乗せてプレパラートを作製し
た。免疫組織化学的染色はImmPRESS Reagent Kit

（Vector® Antigen Unmasking Solution H-3300, 
Vector Laboratories, Inc., CA, U.S.A.）を用いて実施
した。キシレンおよびエタノールを用いて脱パラ
フィン、再水和後、内因性ペルオキシダーゼを
0.3%H2O2/メタノールと反応させて失活させた

（室温、30分）。抗原は1%クエン酸緩衝液（Vector® 
Antigen Unmasking Solution H-3300, Vector 
Laboratories, Inc.）に浸漬し、オートクレーブ処理
して抗原を賦活化させ、リン酸緩衝液（PBS；
0.01M、pH7.4）にて洗浄した。2.5%Normal Horse 
S e r um（ImmPRESS  R e agen t  K i t ,  V e c t o r  

Laboratories, Inc.）を用いてインキュベートして
ブロッキング処理した後（室温、30分）、PBSにて洗
浄した。その後一次抗体を0.5% TritonX-100/PBS

（PBS‒Triton）で希釈したものと反応させた（一晩、
4℃）。使用した一次抗体および希釈倍率は以下の
とおりである：抗ヒトActR IAヤギポリクローナル
抗体（1:320, ab115301, Vector Laboratories, 
Inc.）、抗ヒトActR IBウサギポリクローナル抗体

（1:480, ab64813, Vector Laboratories, Inc.）、抗
ヒトActR IIAマウスモノクローナル抗体（1:160, 
ab76940, Vector Laboratories, Inc.）、抗ヒトActR 
IIBウサギモノクローナル抗体（1:320, ab134082, 
Vector Laboratories, Inc.）。翌日、PBSにて洗浄後、
それぞれの一次抗体の免疫動物に応じて、以下の
二次抗体と反応させた（室温、30分）；抗ヤギIg 

（ImmPRESS Reagent Kit peroxidase, MP-7405, 
Vector Laboratories, Inc.）、抗ウサギIg（ImmPRESS 
Reagent Kit  peroxidase,  MP-7401, Vector 
Laboratories,  Inc.）、抗マウスIg（ImmPRESS 
Reagent Kit  peroxidase,  MP-7402, Vector 
Laboratories, Inc.）。PBSにて洗浄後、NovaRED

（SK-4800, Vector Laboratories, Inc.）を用いて顕
微鏡下で反応させ、免疫部位を可視化した。再度
PBSにて洗浄後、Mayer’s hematoxylinを用いてカ
ウンター染色し、エタノールにて脱水、キシレンに
て透徹し、封入材（MGK-S、松浪硝子工業株式会社）
を用いて封入した。ネガティブコントロールには
一次抗体の代わりにPBS-Tritonを用いた。さらに、
各組織サンプルに対してヘマトキシリン-エオジ
ン染色（HE染色）を実施した。

結果
　免疫組織化学的手法により検索したActRの4種
類（ActR IA、IB、IIA、IIB）全てに対して、子宮内膜上
皮細胞、子宮腺上皮細胞、胎盤栄養膜細胞、および
子宮平滑筋における染色性が、妊娠88日から335
日にかけて確認された（図1、代表として妊娠88日
および335日を示している）。全てのサンプルにお
いて染色部位に違いは確認されず、染色の強さに
ついても顕著な違いは認められなかった。一次抗
体を用いないコントロールは染色されなかった

（図1）。

考察
　本研究では免疫組織化学的手法によって、妊娠
馬の子宮内膜上皮、子宮腺、胎盤栄養膜、および子
宮平滑筋においてActR IA、IB、IIA、IIBの染色性が
確認され、これらの組織に4種類のActRが発現し
ていることが示唆された。つまり、これらの組織で
アクチビンの胎盤形成、ステロイドホルモン産生
分泌などの作用が発揮されていると考えられた。
これはウマの生殖器におけるActRの発現について
の初めての報告である。
　ActRはヒツジ[10]やラット[5]の子宮内膜、子宮
腺、栄養膜外胚葉に発現している。これらに基づく
と、本研究で確認されたウマの子宮内膜上皮、子宮
腺、胎盤栄養膜におけるActRの発現は十分に考え
られる結果である。本研究におけるActRの発現パ
ターンには、妊娠88日から335日にかけて顕著な
違いは認められず、アクチビンの作用調整には
ActRの発現パターンよりもリガンドの濃度の方が
より重要であると推察された。
　ヒトでは子宮胎盤組織からアクチビンAが産生

される[8、9、15]。妊娠25日のウマでは子宮内膜管
腔上皮および子宮腺上皮におけるアクチビンβA
サブユニットの発現が報告されている[26]。本研
究ではActRが子宮腺上皮に確認されたことから、
子宮腺にて産生されたアクチビンAは、同部位の
ActRに結合し、先行研究[10]で考察されているよ
うな子宮腺の発達制御に関与していると推察され
た。
　本研究ではActRの発現が胎子および母体胎盤に
て確認され、ウマの胎盤組織においてアクチビン
AがActRに結合し、妊娠150日までにおこる胎盤形
成[21]などの重要な作用を担っていることが推測
された。この推測は、ウマの子宮胎盤組織における
アクチビンβAサブユニットのmRNAが、妊娠後期
よりも妊娠中期に多いことをNorthern b lot  
analysisによって明らかにした先行研究[25]から
も支持される。しかし、ウマの妊娠130日から312
日にかけて、アクチビンβA鎖は子宮腺上皮に局
在しており、胎盤微小葉や胎子栄養膜、母体子宮内
膜組織には発現しない[2、25]。つまり、先行研究で
考察されているように[2]、アクチビンAは子宮腺
から組織内を拡散して胎盤組織のActRに結合する
可能性が考えられた。
　アクチビンAはヒトの胎盤においてプロジェス
テロンやエストラジオールの産生分泌を刺激する
[11]。ウマの胎盤は妊娠100日頃までプロジェス
テロン、妊娠後半にはエストロジェンの供給源と
なる[1]。この期間はウマの子宮腺にアクチビンβ
A鎖が発現する時期と一致しており[2、25]、子宮腺
由来のアクチビンAが胎盤のActRに結合し、ウマ
のホルモン産生分泌を刺激していると推察され
た。
　ヒトの局所的なアクチビンA[4]およびラットの
血中アクチビンA[6]は子宮平滑筋を標的とし、収
縮性を抑制する[4]。本研究では妊娠期間を通して
子宮平滑筋に4種類のActRが発現していたことが
確認され、アクチビンが妊娠期間中に子宮平滑筋
に作用し、オキシトシンによって刺激される[14]
子宮平滑筋の収縮性調整に関与しているものと推
論された。アクチビンはウシの黄体化顆粒膜細胞
におけるオキシトシン産生を抑制する[22]。ウマ
において、オキシトシンンは子宮内膜から産生さ

れるが[1、3]、アクチビンによるオキシトシン産生
抑制機構が子宮胎盤組織にも存在している可能性
はある。このようにアクチビンは、子宮平滑筋への
直接的作用およびオキシトシン産生抑制という間
接的作用を介して、子宮平滑筋の収縮性を抑制し
ていると推察された。
　アクチビンは主に、局所的に産生されオートク
ライン/パラクライン様式によって作用を発現す
る[7]。しかし、妊娠後期のヒトにおいて、アクチビ
ンは内分泌因子としての生物学的活性を持つと考
えられている[11]。ウマにおいても同様に、アクチ
ビンAはオートクライン/パラクライン因子とし
てのみではなく、妊娠後期には内分泌因子として
活性を持ち、本研究にて確認された子宮胎盤組織
のActRに結合している可能性が考えられる。子宮
腺に加え、ヒト[20]、ブタ[24]、ヤギ[23]、ラット
[16]の卵巣はアクチビンAの産生源として知られ
る。しかし、ウマのActRの局在性、アクチビンの産
生源、アクチビンの作用の関係性を考察するには
不明な点が多い。本研究では免疫組織化学的染色
のみを実施しており、ActRおよびアクチビンAサ
ブユニットを標的としたPCRやELISAなど、他の手
法を用いた追加研究が、本研究結果およびアクチ
ビンの作用メカニズムを確証するためには必要不
可欠である。
　結論として、妊娠馬の子宮内膜上皮、子宮腺、胎
盤栄養膜、および子宮平滑筋にActRのIA、IB、IIA、
IIBの4種類が妊娠期間を通して発現していること
が明らかとなり、子宮胎盤組織においてアクチビ
ンが作用していることが推察された。ウマの胚死
滅、流産、早産の予防法確立のためにさらなる研究
が望まれる。
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背景
　ウマは約5500年前に家畜化された1といわれて

おり、現在では農耕や輸送といった従来の目的の
他にも、競馬や乗馬といったスポーツのみならず、
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で育成期の馬に対して長日処理を実施した結果、
性腺機能の早期賦活化や冬毛の脱毛を早め、さら
に筋肉量を増加させることが報告がされた[45、
50]。日本の馬生産や育成現場では、温暖な気候で
ある南国で育成された馬は、寒冷な気候である北
国で育成された馬よりも成長が早いことが一般的
に知られていた。Mizukamiら（2015）が宮崎と日
高における自然光下でのサラブレッド育成馬の成
長を比較した研究では、日高で育成された馬より
も宮崎で育成された馬の成長が早いことが報告さ
れている[45]。加えて、宮崎で育成した馬では、日
高で育成した馬に比べて、雄馬では精巣機能の早
期賦活化、雌馬では早期排卵が起こると報告され
た。
　本研究では、これまで明らかにされていない宮
崎で育成されるサラブレッド育成馬に対する長日
処理の効果を観察し、成長促進、性腺機能賦活化お
よび被毛変化について明らかにすることを目的と
した。結果は、日高で育成された育成馬と比較し、
併せて育成馬に対する長日処理の効果のメカニズ
ムを明らかにする目的で、内分泌学的変化を観察
した。

材料および方法
供試馬
　成長と性腺機能の評価に関する研究には、北海
道と青森県で生まれた48頭のサラブレッド種を
用いた。実験に際しては、2群に分けて、24頭（雄12
頭、雌12頭）を温暖な気候のJRA宮崎育成牧場

（31°90’Ｎ, 139°42’E）、残りの24頭（雄12頭、雌
12頭）を寒冷な気候のJRA日高育成牧場（42°17’
Ｎ, 142°72’E）で1歳の8月下旬から2歳の4月ま
で飼育した。実験開始時、供試馬は19ヶ月齢～
22ヶ月齢であった。

長日処理
　馬房（3.6 x 3.6m）の天井に100ワットの白色電
球を設置し、明期14.5時間、暗期9.5時間の照明条
件を人工的に作出した。照明の強さは、馬の顔の位
置で約100ルックスとした。長日処理は、1歳の12
月20日から2歳4月10日までの4ヶ月間、宮崎育成
牧場の12頭（雄6頭、雌6頭）と日高育成牧場の12

頭（雄6頭、雌6頭）に実施した。残りの宮崎育成牧
場の12頭（雄6頭、雌6頭）と日高育成牧場の12頭

（雄6頭、雌6頭）は対照群として自然光下で飼育し
た。

被毛の評価
　被毛の評価に関する研究には、宮崎育成牧場（長
日処理群の雄12頭、雌49頭と、対照群の雄12頭、
雌12頭）と日高育成牧場（長日処理群の雄48頭、雌
49頭と、対照群の雄12頭、雌12頭）で飼育された
計206頭を用いた。

採血
　1歳の11月から2歳の4月まで、9時から12時ま
での間に月1回頸静脈からヘパリン加採血管を用
いて約10mL採血した。血漿は測定まで-20℃で保
存した。

成長の指標
　成長の指標として、体重（Weight）、体高（Height）、
胸囲（Girth）および管囲（Cannon）を1歳の12月か
ら2歳の4月まで1ヶ月に1回測定した。成長を比較
する目的で、4種類の指標の増加率（4月の値/12月
の値x100）を算出した。

被毛の評価
　被毛の評価は2歳の3月に行い、3名の評価者が
全ての馬を長日処理の有無を知ることなく無作為
に評価した。“良い”を3点、“普通”を2点、“悪い”を1
点とする3点法で採点し、平均点を算出して両群
を比較した。

ホルモンの測定
　プロラクチン、黄体形成ホルモン（LH）および 卵
胞刺激ホルモン（FSH）は、馬用二抗体法ラジオイ
ムノアッセイによって測定した[17]。プロラクチ
ンの測定には、第一抗体として抗馬プロラクチン
血清（AFP-261987）、標識用および標準ホルモン
として精製馬プロラクチン（AFP-8794B）を用い
た。LH の測定には、第一抗体として抗馬LH血清

（AFP-2405080）、標識用および標準ホルモンとし
て精製馬LH (AFP-50130A)を用いた。FSH の測定

には、第一抗体として抗馬FSH血清（AFP-2062096）、
標識用および標準ホルモンとして精製馬FSH 
(AFP-5022B) を用いた。測定内および測定間変動
は、プロラクチンが7.1% と 9.8%、LHが 12.6% と
15.1%、FSHが 4.9% と 12.2% であった。
　インスリン様成長因子1（IGF-1） は、ヒト用二抗
体法ラジオイムノアッセイによって測定した
[14 ]。第一抗体には、抗ヒトIGF - 1血清(AP  
4892898)、標識用および標準ホルモンとして精製
ヒトIGF-1 (Lot#090701) を用いた。測定内および
測定間変動は、2.7% と14.8%であった。
　プロジェステロン、テストステロンとエストラ
ジオール-17β は、ヨード125で標識したホルモ
ンを用いた二抗体法ラジオイムノアッセイによっ
て測定した[57]。第一抗体としては、抗プロジェス
テロン血清（GDN 337）[26]、 抗テストステロン血
清（GDN 250）[25]、抗エストラジオール-17β 血
清（GDN 244）[41]を用いた。測定内および測定間
変動は、プロジェステロンが 7.3% と14.3% テス
トステロンが 6.3% と7.2% およびエストラジ
オール-17βが 6.7% と17.8% であった。

初回排卵日の決定
　血中プロジェステロン濃度が初めて1ng/mL以
上の値を示した日の1週間前の日を、初回排卵日
と判断した[44、46]。

統計処理
　血中ホルモン濃度は、平均値± 標準誤差 (SEM)
で示した。2点間の比較には、F-test の後Student’s  
t-testを用いた。分散が均一でない場合にはWelch
のt-testを用いた。ホルモン濃度の比較には、二元
配置の分散分析の後post-hoc テスト（Bonferroni 
post test）を用いた。P < 0.05 で統計的に有意と判
定した。

結果
宮崎育成牧場で飼育した雄育成馬
　4つの成長指標の増加率を、Fig.1aに示した。体
重（Weight）、体高（Height）、胸囲（Girth）および管
囲（Cannon）のいずれの増加率も、長日処理群と対
照群の間で有意差は認められなかった。長日処理

群と対照群の1歳11月から2歳4月におけるプロラ
クチン、LH、FSH、IGF-1、テストステロンおよびエ
ストラジオール-17βの血中濃度の変化を、Fig.2
に示した。血中プロラクチン濃度は、長日処理群で
は12月から上昇を開始し、2月に急上昇した。血中
プロラクチン濃度は、12月から4月まで長日処理
群が対照群と比較して有意な高値を示した

（Fig.2a）。血中LH濃度は、長日処理群では、11月か
ら4月まで基底値（0.16～0.54ng/mL）のままで推
移した。対照群では、1月以降上昇したが両群間に
有意差は認められなかった(Fig.2b)。血中FSH

（Fig.2c）及びテストステロン濃度（Fig.2e）は、4月
には長日処理群が対照群と比べて有意な低値を示
したが、他の月では両群間に有意差は認められな
かった。血中IGF-1濃度は、11月から4月まで、対照
群が高い傾向を示したが、両群間に有意差は認め
られなかった（Fig.2d）。血中エストラジオール-17
β 濃度は、1月から4月まで対照群が高い傾向を示
したが、両群間に有意差は認められなかった

（Fig.2f）。

宮崎育成牧場で飼育した雌育成馬
　4つの成長指標の増加率を、Fig.1bに示した。体
重と管囲の増加率は、長日処理群が対照群よりも
有意な高値を示した。結果はFig.には示していない
が、2月では、4項目（体重、体高、胸囲、管囲）の全て
において長日処理群が対照群より有意な高値を示
した。長日処理群と対照群の1歳11月から2歳4月
におけるプロラクチン、LH、FSH、IGF-1、プロジェ
ステロンおよびエストラジオール-17βの 血中濃
度の変化を、Fig.3に示した。血中プロラクチン濃
度は、1月と2月には長日処理群が対照群と比較し
て有意に高い値を示したが、4月には対照群の方
が有意に高い値を示した（Fig.3a）。血中LH濃度は、
対照群では4月まで基低値で推移したが、長日処
理群では1月から上昇が認められた。2月以降は長
日処理群が高い値を示したが、個体差が大きく両
群間に有意差は認められなかった（Fig.3b）。血中
FSH濃度は、3月と4月に長日処理群が対照群より
有意に高い値を示した（Fig.3c）。血中IGF-1濃度は、

両群間で有意差は認められなかった（Fig.3d）。血
中プロジェステロン濃度は、両群とも11月から1
月まで基低値を示したが、対照群が長日処理群よ
りも有意に高い値を示した。2月には、長日処理群
の数頭で血中プロジェステロン濃度が上昇し、3
月と4月にも高値を示したが、対照群は4月まで基
底値のままであった。2月以降、長日処理群の血中
プロジェステロン濃度が対照群よりも明らかな高
値を示したが、個体差が大きく有意差は認められ
なかった(Fig.3e、Fig.4ab)。血中エストラジオール
-17β 濃度は、対照群では2月から上昇を示した
が、長日処理群では1月には高値を示し、4月まで
高値を維持した。11月、1月と2月には、長日処理群
が対照群よりも有意な高値を示した（Fig.3f）。初回
排卵の時期については、Fig.4に示した個体ごとの
血中プロジェステロン濃度の変化によって推定し
た。対照群では6頭中2頭（33.3％）のみが4月以前
に排卵したが（Fig.4a）、長日処理群では6頭中5頭

（83.3％）が排卵した（Fig.4b）。

日高育成牧場で飼育した雄育成馬
　4つの成長指標の増加率を、Fig.5aに示した。長
日処理群における体重と体高の増加率が、対照群

よりも有意に高い値を示した（Fig.5a）。
　長日処理群と対照群におけるプロラクチン、
LH、FSH、IGF-1、テストステロン、エストラジオー
ル-17βの 血中濃度の1歳9月から2歳4月までの
変化をFig.6に示した。血中プロラクチン濃度は、
対照群では2月から4月の間に上昇したが、長日処
理群は1月から上昇し始め4月まで高値を示した。
1月と2月には長日処理群が対照群と比較して有
意な高値を示した(Fig.6a)。血中LH濃度は、対照群
では4月まで低値で推移したが、長日処理群では1
月から4月にかけて上昇が認められた。しかし、両
群間に有意差は認められなかった(Fig.6b)。血中
FSHおよびIGF-1濃度は、長日処理群で高い傾向を
示したが、両群間で有意差は認められなかった
(Fig.6c、6d)。血中テストステロン濃度は、対照群で
は3月から上昇したが、長日処理群では1月から急
激に上昇して4月まで高値を維持した。しかし、個

体差が大きいため、両群間に有意差は認められな
かった（Fig.6e）。血中エストラジオール-17β 濃度
は、対照群では2月から4月にかけて緩やかに上昇
したが、長日処理群では1月から上昇し始め、3月
には対照群と比較して有意な高値を示した

（Fig.6f）。

日高育成牧場で飼育した雌育成馬
　4つの成長指標の増加率を、Fig.5bに示した。長
日処理群では、体高の増加率が対照群よりも有意
に高い値を示した（Fig.5b）。長日処理群と対照群
のプロラクチン、LH、FSH、IGF-1、プロジェステロ
ン、エストラジオール-17βの血中濃度の1歳9月
から2歳4月までの変化を、Fig.7に示した。血中プ
ロラクチン濃度は、対照群では3月から緩やかに
上昇したが、長日処理群では1月から上昇し、4月
まで高値を維持した。1月と2月には、対照群と比
較して有意な高値を示した（Fig.7a）。血中LH濃度
は、対照群では4月から上昇したが、長日処理群で
は2月から上昇が認められた。長日処理群におけ
る個体差が大きいため、両群間に有意差は認めら
れなかった（Fig.7b）。血中FSH濃度は、両群とも12

月からわずかに上昇したが、対照群では4月まで
低値を維持した。長日処理群は2月から再び上昇
し、3月には対照群と比較して有意な高値を示し
た(Fig.7c)。血中IGF-1濃度は、両群間で有意差は認
められなかった(Fig.7d)。血中プロジェステロン濃
度は、対照群では4月から上昇する傾向を示した
が、長日処理群では2月から上昇した。しかし、長
日処理群における個体差が大きいため、両群間に
有意差は認められなかった(Fig.7e)。血中エストラ
ジオール-17β 濃度は、対照群では3月から上昇し
たが、長日処理群では1月から上昇し、4月まで高
値を維持した。両群間に有意差は認められなかっ
た（Fig.7f）。初回排卵の時期については、Fig.8に示
した個体ごとの血中プロジェステロン濃度の変化
によって推定した。対照群では6頭中2頭（33.3％）
が4月以前に排卵したが、長日処理群では2月から
排卵し、6頭全頭（100％）が4月以前に排卵した

（Fig.8）。

被毛の変化
　2歳の3月(長日処理法実施後3ヶ月)に撮影した
両群の代表的な写真をFig.9に示した。
　また、各群の被毛の評価点の平均値を、Fig.10に
示した。宮崎（雄Fig.9A；雌Fig .9C）と日高（雄
Fig.9E；雌Fig.9G）における対照群では、冬毛が残っ
ていたが、長日処理群の雄（宮崎Fig .9B；日高
Fig.9F）と雌（宮崎Fig.9D；日高Fig.9H）では冬毛の
脱毛が進んでいた。被毛の評価点は、日高の雄

（Fig.10A）と雌（Fig.10B）、宮崎の雄（Fig.10C）と雌
（Fig.10D）において、長日処理群が対照群と比較し
て有意な高値を示した。

考察
　本研究では、宮崎で育成したサラブレッド育成
馬に初めて長日処理を実施し、成長、内分泌機能、
性腺機能および被毛の変化を日高で育成した馬と

比較した。本研究の結果から、日本の南に位置する
温暖な気候の宮崎と、北に位置する寒冷な気候の
日高で育成した馬に対する長日処理の効果の違い
が明らかとなった。長日処理による成長促進と性
腺機能の促進効果は、日高で育成した馬では、雌雄
馬共に認められた。しかし、宮崎で育成した馬で
は、雌では長日処理による成長促進と性腺機能の
促進効果が認められたが、雄には長日処理の明ら
かな効果は認められなかった。
　成長促進効果については、日高においては、長日
処理群が自然光下で育成した対照群よりも、雄で
は体重と体高、雌では体高が増加した。宮崎におい
ては、雌では体重と管囲が対照群と比べて長日処
理群で増加した。さらに、宮崎で育成した雌の2月
における増加率は、4項目（体重、体高、胸囲、管囲）
全てにおいて、対照群と比べて長日処理群で増加
した。しかし、雄馬では、いずれの成長項目でも長
日処理の効果は認められなかった。
　性腺機能促進効果については、長日処理は日高
で育成した雌雄馬および宮崎で育成した雌馬の性
腺機能を促進することが明らかとなった。雄馬で

は精巣からのホルモン分泌量の増加が認められ、
雌馬では初回排卵の早期化が起こった。本研究の
結果から、長日処理は繁殖雌馬と同様に育成馬に
対しても性腺機能の促進効果を持つことが明らか
となった[7、23、53]。しかし、宮崎で育成した雄馬
では、成長および性腺機能に対する長日処理の効
果は認められなかった。その理由は、現時点では明
らかではない。
　日高と宮崎において、自然光下で育成した雌雄
サラブレッドの成長を比較した我々の過去の研究
から、雌雄ともに宮崎で育成した馬が日高で育成
した馬より成長が促進される事実が明らかになっ
た[45]。動物の成長速度には限界があるため、宮崎
で育成した雄馬は自然光下で、既に限界に近いス
ピードで成長を遂げていることから、長日処理を
実施しても体重、体高、胸囲、管囲のさらなる成長
促進は認められなかった可能性が示唆された。宮
崎で育成した雄馬における長日処理の効果につい
ては、さらなる研究が必要である。しかし、プロラ
クチン分泌量は、宮崎で育成した雄馬でも明らか
に増加した。この事実は、宮崎と日高で育成した馬
に対して、増加したプロラクチンが何らかの生理
学的作用を有していることを示す結果である。本
研究において被毛の変化を観察した結果から、日
高で育成した雌雄馬と同様に、宮崎で育成した雌
雄馬でも長日処理により冬毛の脱毛が進んでいる
ことが明らかとなった。
　内分泌の変化に関しては、長日処理でプロラク
チン分泌の時期が早まり、分泌量も増加すること
が宮崎と日高のいずれの地域で育成した雌雄馬共
に誘導される事実が明らかとなった。日高で育成
した馬における長日処理の効果は、過去の研究と
同様であった[42,50]。プロラクチン分泌は、多く
の動物で日照時間に比例して増加し、様々な生理
作 用 を 発 揮 す る 事 実 が 報 告 さ れ て い る
[5,6,12,16,17,24,27]。プロラクチンの生理作用と
しては、冬毛の換毛と営巣行動の促進が報告され
ている[18-20,58,59]。プロラクチンのレセプター
は、骨端の成長板に発現しており、プロラクチンは
授乳中のラットの脛骨を伸長させることが報告さ
れている[54]。また、プロラクチンは腸からのカル
シウム吸収を促進させることが報告されている

[9,10,55]。さらに、プロラクチンは、副腎からの糖
質コルチコイドの分泌を促進し[32-36]、免疫機能
を増強させて胃潰瘍を予防する[2]などの作用が
あることから、近年ではアンチストレスホルモン
として注目を浴びている[56]。
　プロラクチンの性腺機能に関しては、プロラク
チンは、馬の卵巣機能に対して全身的および局所
的な作用で卵巣機能に重要な生理学的役割を果た
していることが報告されている[37、38、51]。ま
た、プロラクチンとドーパミンのレセプターが、馬
の卵巣組織に存在することが報告されている

「37-39」。さらに、プロラクチンは、プロラクチン
自身のレセプター数を増加させ、ミンクの黄体細
胞のLHレセプター数を増加させる作用が報告さ
れている[21]。プロラクチンは、雄の生殖にも重要
なホルモンであり、多くの動物において、ステロイ
ドホルモンの生合成、生殖子形成、性行動などにお
ける作用が報告されている[3]。雄馬および去勢馬
で、長日期に血中プロラクチン濃度が上昇するこ
とが報告されている[16]。ヒト、クマおよびシカの
精巣や副生殖腺でプロラクチンレセプターの発現
が報告されている[28-31]。クマやゴールデンハム
スターでは、繁殖期に精巣のプロラクチンレセプ
ター数が増加することが報告されている[4、30、
40]。これらの事実は、プロラクチンが動物の生殖
腺や副生殖腺に重要な生理作用を有している事を
示していると解釈されている。
　IGF-1は、成長ホルモンにより分泌が促進され、
身体の成長を促すホルモンである。主に肝臓から
分泌される[15]。IGF-1は、体内での半減期が長く
日内変動がないので、成長に関する内分泌状態を
調べる良い指標である[8]。馬の精巣にIGF-1と
IGF-1レセプの局在が認められることが報告され
ているが[60]、本研究では、長日処理によって、宮
崎と日高のいずれで育成された馬においても
IGF-1の血中濃度に有意な変化は認められなかっ
た。
　本研究において、長日処理は、日高で育成した雌
雄馬および宮崎で育成した雌馬で、下垂体からの
2つの性腺刺激ホルモン（LHとFSH）の分泌を促進
させることが明らかとなった。その結果として、日
高で育成した雄馬では、長日処理によって精巣か

らのテストステロンとエストラジオール-17βの
分泌量が増加した。また、日高と宮崎で育成した雌
馬では、卵巣からのエストラジオール-17βとプロ
ジェステロン分泌が増加した。
　雌馬では、エストラジオール-17βは成熟卵胞か
ら分泌され、プロジェステロンは黄体から分泌さ
れる[44,46]。本研究では、長日処理によって雌馬
の下垂体からLHとFSH分泌が促進され、このLHと
FSHによって卵巣では卵胞の成熟が促進して、そ
の結果として排卵時期が早まったと解釈された。
また、雄馬では、分泌が増加したLHとFSHによって
精巣のライディッヒ細胞とセルトリ細胞からテス
トステロンとエストラジオール-17βの分泌が刺
激され、結果として精子形成が促進されたと解釈
された。本研究におけるホルモン測定の結果に基
づくと、下垂体からの性腺刺激ホルモンの分泌は、
雌雄ともに長日処理開始後約1ヶ月の1月後半か
ら増加した。この結果から、視床下部－下垂体軸に
対する長日処理の効果が発揮されるまでに約1ヶ
月が必要であることが明らかとなった。自然光下
で育成されている多くの雌馬では、発情と排卵は
2歳の4月以降に起こる。したがって、本研究にお
いて、1歳の12月から行った長日処理は、繁殖雌馬
と同様に育成馬においても、約2ヶ月早く排卵を
誘発することが明らかとなった。
　雄馬においては、精巣のライディッヒ細胞がテ
ストステロンだけでなく大量のエストラジオール
-17βを分泌することが報告されている[47-49]。
テストステロンは、雄馬の副生殖腺の成長を促し、
精子形成を刺激する。また、テストステロンは、脂
肪異化を促しトリグリセリドの蓄積を阻害する。
結果的に、体脂肪の蓄積を減少させる[1]。テスト
ステロンは、蛋白質同化作用を持っており、筋肉量
を増加させる[22]。さらに、骨に直接作用してエス
トラジオール-17βへと変換され、骨形成を促す
[11,44,52]。エストラジオール-17βは、雌馬の成
熟卵胞の顆粒層細胞から分泌される[44,46]。エス
トラジオール-17βは、発情を誘起し、子宮内膜の
成長、子宮腺の発達、および子宮と膣の粘液分泌を
促すことで受精･着床の準備を行うホルモンであ
る。また、エストラジオール-17βの骨への作用は、
骨成熟を促し骨密度の増加を促進することが知ら

れている。エストラジオール-17βは、脂肪代謝を
高め、体脂肪蓄積を減少させる[13]。
　本研究の結果を要約すると、日本で自然光の下
で飼育されたサラブレッド1歳馬の成長は、寒冷
な気候の日高と比べて温暖な気候の宮崎で育成す
る方が優れていることが明らかとなった[45]。し
かし、日高においても長日処理を実施して日照時
間を延長した環境で育成することにより、成長、性
成熟や冬毛の脱毛を促進することが可能である。
また、宮崎においても長日処理を実施することに
より、雌馬では、成長、性成熟や冬毛の脱毛を促進
することが可能であることが明らかになった。長
日処理を行った育成馬における、筋肉や脂肪、およ
び心肺機能への影響については、今後さらなる研
究が必要である。
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セラピーアニマルとしても活躍の幅を広げてい
る。このように活躍の幅を広げる中で、大型動物で
あるウマを扱うには常に危険が伴うにもかかわら
ず、ウマの扱いに長けていない人がウマと触れ合
うような場面が日常的になってくることが想定さ
れる。ウマとヒトがお互いのシグナルをどのよう
に認知し、コミュニケーションを図っているのか
を科学的な根拠をもとに知ることは、お互いによ
り良い関係を築き、人馬の安全を向上するうえで
大いに役に立つだろう。また、そのような研究から
得られた知見を活かしたトレーニングや調教はウ
マの福祉の向上にも役立つと考えられる2。しか
し、大型動物であるウマの行動制御が難しいこと
や、研究対象個体数を十分に確保するための複数
の実験場所で実験実施に伴う実験環境の統制の難
しさから、ウマの認知に関する科学的研究・調査は
不足しているのが現状である3。
　ただし、最近ではヒトとウマのコミュニケー
ションに関する研究が徐々に増えてきている。例
えば、ウマがヒトの表情の意味を理解しているか
どうかについては、Smith, Proops, Grounds, 
Wathan, & McComb（2016）が研究している。彼ら
は、ウマにヒトの表情の写真刺激を呈示し、ウマは
ヒトの笑顔と怒り顔を区別すること、また怒り顔
が呈示された際に心拍数が最高値に達する時間が
より短くなることを示した4。この結果は、ウマが
ヒトの怒り顔に対してより身構えて緊張すること
を示しており、ウマに別のウマの表情刺激を呈示
した際の結果5とも一致している。したがって、ウ
マ同士のコミュニケーションにおける表情からの
感情認知と同様のメカニズムがヒトとのコミュニ
ケーション時にも機能していることが推測されて
いる。
　一方で、通常のウマ同士のコミュニケーション
が行われる場面では、視覚だけでなく聴覚も重要
な役割を果たしている6。ウマは嘶き（いななき）と
いう特有の音声を持っている。嘶きにはネガティ
ブな感情やポジティブな感情が反映される7, 8こと
や、その異なる感情が反映された音声に対応した
反応をウマが示すことも明らかになっている9。こ
のことはウマ同士が音声によって感情情報をやり
とりする可能性を示唆している。

　また、ウマおける視聴覚の情報の統合について
の研究も行われている。Proops, McComb, & Reby

（2008）は、ウマに対して、群れの仲間の個体A（個
体A）が目の前を歩いていき、障壁の向こう側に隠
れる様子（視覚刺激）を見せた。その後、その障壁の
後ろに設置したスピーカーから、直前に障壁の後
ろに隠れるのを見せた個体Aまたは別の個体の音
声（聴覚刺激）を再生し、ウマの反応を測定した。そ
の結果、別の個体の音声が再生された際には、直前
に障壁の後ろに隠れるのを見た個体と同一個体の
音声が再生されたときに比べ、スピーカーの方を
注視している時間が有意に長くなり、スピーカー
の方を注視するまでの反応時間が有意に短くなる
ことがわかり、期待違反が生じたことが確認され
たのである10。このことから、ウマが同じ群れの同
種個体に対して視覚と聴覚をクロスモーダルに組
み合わせて個体識別を行うことが明らかになっ
た。また、Proops & McComb（2012）やLampe & 
Andre（2012）は、このウマにおける視覚と聴覚の
クロスモーダルな識別が、ウマに対してだけでは
なく、普段慣れ親しんでいるヒトに対してもなさ
れることを示している11, 12。したがって、ウマは日
常的に他者の識別に視聴覚の情報を組み合わせて
社会的なシグナルとして利用していることが考え
られる。
　以上の先行研究を踏まえると、ウマはヒトとの
コミュニケーションの中で感情に伴う表情や音声
を組み合わせて社会的なシグナルとして活用して
きた可能性が十分に考えられる。本研究では、期待
違反法を用いて、表情と音声の感情価の一致・不一
致、また、刺激となるヒトとの親密さの違いがウマ
の行動や心拍数に与える影響を調べることで、ウ
マにおけるクロスモーダルなヒトの感情認知につ
いて検討した。なお、期待違反法はもともとヒト乳
児の認知発達を調べるために考案された手法であ
る。まず実験対象の動物に、ある刺激 A（例：ヒトの
笑顔）を見せる。次に、その刺激から期待される刺
激 B（例：ヒトの褒める声）または期待に反する刺
激 C（例：ヒトの叱る声）を聞かせる。もし動物が刺
激 A（笑顔）から刺激 B（褒める声）を期待するなら
ば、刺激 C（叱る声）が聞こえてきた際に、その期待
が裏切られたことによって驚くことが予想され

る。この「えっ？」という違和感を捉える方法が、期
待違反法である。このような場合、期待違反から生
じる違和感から、期待通りの刺激 B（褒める声）よ
りも刺激 C（叱る声）に対する動物の注視が素早く
生じたり、長くなったりすると予測される。本研究
では、スクリーンにヒトの表情を呈示した後、スク
リーンの前にあるスピーカーからそのヒトの音声
を再生した。ウマが表情と音声をクロスモーダル
に関連付けてヒトの感情を認知できているなら
ば、表情と音声で異なる感情価の刺激を呈示した
際に期待違反が生じることとなる。したがって、表
情と音声の感情価が一致しているときよりも不一
致のときに、音声再生後にウマがスピーカーの方
を注視する時間が長くなり、スピーカーの方を注
視するまでの反応時間が短くなり、心拍数が音声
再生の直前に比べて上昇すると予測した。また上
述のように、親しい人の識別がクロスモーダルに
可能であるという先行研究の結果に加え、ウマは
親しい人とは感情を含んだコミュニケーションを
直接豊富にとっているため、親しい人の表情と声
の組み合わせを学習していると考えられる。した
がって、その組み合わせの連合が強く生じている
ので、普段よく接している親しい人（馬術部のウマ
の担当者）に対して期待違反がより大きく生じる
と予測した。

方法
参加個体
　東京大学馬術部のウマ（Equus caballus）9頭と東
京農工大学馬術部のウマ10頭の計19頭（セン馬が
18頭、牝馬が1頭、平均年齢14 ± 6.2歳）が実験に
参加した。

刺激
　刺激としては、各ウマの飼育・調教担当者（参加
個体の日常の手入れ、騎乗、接触回数が多い者；以
下担当者）と未知者（参加個体が会ったことのない
人）から表情（視覚刺激）と音声（聴覚刺激）をそれ
ぞれ収集した。未知者の性別は担当者の性別と対
応させた。担当者は男性が7名、女性が11名であっ
た。女性のうち1名は2頭担当馬がいたため、表情
は同一のものを使用し、音声は2頭分収集した。

表情（視覚刺激）
　表情はデジタルカメラ（A3300、SONY）を用い
て撮影した。ポジティブな刺激として笑顔を、ネガ
ティブな刺激として怒り顔を、正面から撮影した。
笑顔、怒り顔については、Ekman, Friesen, & Hager 
(1978)13に基づいてモデル（担当者と未知者）に表
出してもらい、撮影した。
　撮影した表情は、Adobe Photoshop Element 12
を用いて編集した。縦幅は頭頂部から顎、横幅は左
右の耳の幅となるようにトリミングした後、高さ
が1500pixelとなるようにサイズ変更した。編集後
の横幅は1000pixel程度となるようにトリミング
を調整した。また、背景は白で塗りつぶした。図1
は刺激となる表情の例を示している。
　表情はプロジェクター（V-1080 PlUSVision）を
用いてスクリーンに呈示した。スクリーンに呈示
した際の刺激サイズはA3サイズ（42 × 29.7 cm）
程度であった。これはSmith et al.（2016）4の研究
で使用されている刺激サイズを参考にした。

音声（聴覚刺激）
　 音 声 は S A N Y O リ ニ ア P C M レ コ ー ダ ー

（ICR-PS501RM）を用いてデジタル録音した。ポジ
ティブな刺激として褒める声（高めの声でやさし
く呼びかける声）を、ネガティブな刺激として叱る
声（低めの声で厳しく呼びかける声）を録音した。
どちらの刺激についても、ウマの普段の呼び名を
3回呼んでもらった。
　録音した音声はパーソナルコンピュータに出力

し、SoundEngine ver.5.21を用いて編集した。各刺
激は呼び名がそれぞれ1秒のブランクを挟んで3
回連続で再生されるように編集した。編集後の刺
激の長さは、ウマの呼び名の長さによって異なっ
たが、4秒から8秒程度であった。刺激はウマから
1.3mの距離にあったスピーカー（SoundLink 
Mobile II Leather BOSE）から再生した。スピー
カーから再生した音声の大きさは約67 ± 2.1dB
であった。

実験環境
　東京大学馬術部のウマは東京大学馬術部の厩舎
の空き馬房で、東京農工大学馬術部のウマは東京
農工大学馬術部の厩舎内の空スペースで実験をお
こなった。空き馬房・空スペースから実験とは関係
ない敷料などを取り除き、入口とは反対側の扉を
開けてビニール段ボールで仕切りを作った部屋を
実験スペースとした。
　図2は実験スペースの配置を示している。実験
スペースの大きさは、東京大学馬術では3.2 × 2.4 
× 3.7m、東京農工大学馬術部では3.0 × 3.0 × 
4.5 mであった。スクリーンは馬房から1.3mの場
所に配置し、その手前にスピーカーを設置した。実
験の様子は前方、後方、斜め前の3ヶ所からビデオ
カメラ（うち2台はHDC-TM25 Panasonic、残りの1
台はHDR-XR350 SONY）を用いて撮影した。

参加個体の準備
　ウマ用のベルトを用いて心拍計（M800  
POLAR）を参加個体に装着した後、心拍数が落ち
着くまで待機させた。受信機は参加個体の無口頭
絡（ハミのついていない頭絡。手入れ時などに用い
られる）の顎の裏に装着し、ウマの横に位置する実
験補助者が確認できるようにした。

手続き
　全体の手続きはLampe & Andre (2012)12を参考
にした。実験者と実験補助者は著者と実験補助の
馬術部員が担当した。実験者はパソコンを操作し、
実験補助者は参加個体を実験スペースに連れてい
き、試行の間参加個体の横に立っていた。
　まず、実験補助者が参加個体を実験スペースに
入れて、参加個体の顔をスクリーンの方へ向けた
後、安静時の心拍数（28 ~ 40 bpm）14になって5秒
程度安定するか、心拍数が10秒間変わらなくなる
まで待った。その後、実験補助者が心拍の記録を開
始し、試行を開始した。このとき、実験者は実験補
助者の合図に合わせて刺激呈示用のパーソナルコ
ンピュータ（SONY製）を操作して、以下の刺激呈示
を自動でおこなった。まず試行開始から15秒後に
スクリーンに表情を呈示した。表情を30秒間呈示
し、15秒間のブランクを挟んで音声を再生した。
音声の再生開始から15秒後までを区切りとし、こ
こまでを1試行とした。
　試行の間、実験者は正面のビデオカメラで、参加
個体および実験補助者に危険が生じていないこと
を確認した。また、実験補助者は曳き手を持ったま
ま参加個体の横に立ち、スクリーンに呈示される
表情をウマに確実に見せるために表情が呈示され
るまではウマがスクリーンの方を向くように曳き
手を操作した。表情の呈示が始まってから志向終
了の合図が実験者からあるまでは、実験補助者の
動作や視線がウマに影響するのを防ぐため、実験
補助者は下を向き、曳き手の操作を一切しなかっ
た。なお、ウマが自由に行動できるように、曳き手
を緩く持っていた。

実験デザイン
　感情価の一致性（一致・不一致）、親密性（担当者・

未知者）、表情の感情価（笑顔・怒り顔）の3要因被
験者内計画であった。なお、呈示した表情の感情価
がウマの行動・生理指標に影響する4ことも予測さ
れたため、表情の感情価も要因の1つに設定した。
したがって、参加個体は2×2×2の合計8条件につ
いて、1試行ずつの実験を受けたのである。
　実験は、1個体に対し1日に1条件1試行のみ実施
した。条件の実施順と条件そのものの効果を独立
に検討するために、条件の実施順序は参加個体間
でカウンターバランスをとった。また、馴化を防ぐ
ために、最低2日以上試行間間隔をとった。

分析
行動指標
　撮影した動画はコンピュータに出力し、
CyberLink PowerDirector 14（64bit）を利用して解
析をおこなった。30分の1秒を1フレームとし、音
声の再生開始から試行終了までの間にスピーカー
の方を注視していた時間（以下、「注視時間」と表
記）および音声の再生開始からスピーカーの方を
注視するまでの反応時間をコーディングした。音
声の再生開始から試行終了までは15秒であった
ため、注視時間や反応時間の最大値は450フレー
ムであった。つまり、音声再生から15秒間反応が
なかった場合は、注視時間を0フレーム、反応時間
を450フレームとしたということである。
　注視の定義はスクリーン正面から撮影したビデ
オ映像の中で「ウマが正面から左右45度以内（合
計90度）で前を向いている状態が120ミリ秒以上
継続していること」12とした。また、左右45度の判
別は「ウマの眼球が消えて、眼窩の弯曲だけが見え
て、同じ側の鼻孔が見えなくなったとき」12とし
た。また、音声開始の段階でウマが注視している場
合は、瞬きをした瞬間を注視の開始とした12。な
お、瞬きは哺乳類において注意を切り替える際に
生じると考えられている15。
　コーディングの信頼性を確認するために、実験
目的を知らない評定者1名が全152試行中27試行
のビデオを全く同様に分析した。Pearsonの相関係
数は、反応時間についてr = .929（p < .001）、注視
時間についてr = .943（p < .001）と十分に高く、ビ
デオ解析の信頼性は十分であった。なお、行動指標

の解析に先立って表情の注視時間を同様に解析
し、参加個体が表情を全く注視しなかった試行の
データは欠損値として処理した。

生理指標
　心拍データはパーソナルコンピュータに出力
し、心拍計付属の解析ソフト（POLAR FLOW）を用
いて1秒ごとの心拍数のデータを抽出した。音声
再生開始直後15秒間の平均値から音声再生直前
15秒間の平均値を引いた差分のデータを各条件・
各個体について比較した。

統計分析
　IBM SPSS Statistics 24を使用して分析をおこ
なった。すべての指標について線形混合モデル

（LMM）を用いて、AICが最小になるベストモデル
を選択した。
　なお、反応時間のデータには分布に偏りが見ら
れたため、対数変換をしたうえで分析をおこなっ
た。また、外れ値（各条件の個体間平均値から標準
偏差の2倍以上乖離した値）のデータは分析から
除外し、欠損値として扱った。

結果
　図3はウマのスピーカーへの注視時間の結果を
示している。固定効果として親密性・感情価の一致
性・表情の感情価およびすべての交互作用を選択
し、変量効果として参加個体・実験場所・実験補助
者を選択したモデルがベストモデル（AIC  =  
1649.093）であった。その結果、感情価の一致性と
親密性の交互作用が有意であった（F(1, 128) = 
9.870, p = .002）。Sidakの補正を用いて多重比較
をおこなったところ、担当者条件においてのみ、ウ
マは一致条件でよりも不一致条件で有意に長くス
ピーカーの方を注視した（t(128) = 3.878,  p 
< .001）。また、一致条件においてのみ、担当者条件
でよりも未知者条件で有意に長くスピーカーの方
を注視した（t(128) = 1.990, p = .049）。加えて、親
密性と表情の感情価の交互作用が有意であった（F
(1, 128) = 8.423, p < .004）。Sidakの補正を用いて
多重比較をおこなったところ、怒り顔条件におい
てのみ、ウマは担当者条件でよりも未知者条件よ

りも有意に長くスピーカーの方を注視した（t
(128) = 3.359, p = .001）。また、未知者条件におい
てのみ、ウマは笑顔条件でよりも怒り顔条件で有
意に長くスピーカーの方を注視した（t(128) = 
4.600, p < .001）。

　図4はウマがスピーカーの方を注視するまでの
反応時間の結果を示している。固定効果として親
密性・感情価の一致性・表情の感情価およびすべて
の交互作用を選択し、変量効果として参加個体・実
験場所・実験補助者を選択したモデルがベストモ
デル（AIC = 449.384）であった。その結果、感情価
の一致性の主効果が有意（F(1, 121) = 9.329 , p 
= .003）で、ウマは一致条件でよりも不一致条件で
有意に素早くスピーカーの方を注視した。また、親
密性の主効果が有意で（F(1, 121) = 6.310 , p 
= .013）、ウマは担当者条件でよりも未知者条件で
有意に素早くスピーカーの方を注視した。

　図5は音声再生前後のウマの平均心拍数の差を
示している。固定効果として親密性・感情価の一致
性・表情の感情価およびすべての交互作用を選択
し、変量効果として参加個体・実験場所・実験補助

者を選択したモデルがベストモデル（AIC  =  
480.923）であった。その結果、感情価の一致性と
表情の感情価の交互作用が有意であった（F(1, 
120) = 6.919 , p = .010）。Sidakの補正を用いて多
重比較をおこなったところ、怒り顔条件において
のみ、一致条件でよりも不一致条件で平均心拍数
の差が大きくなった（t(120) = 2.900, p = .004）。
また、不一致条件においてのみ、笑顔条件でよりも
怒り顔条件で平均心拍数の差が大きくなった（t
(120) = 3.310, p = .001）。

考察
　本研究では、期待違反法を用いて、表情と音声の
感情価の一致性、また、刺激となるヒトへの親密性
の違いがウマの行動や生理指標に与える影響を調
べることで、ウマにおけるクロスモーダルなヒト
の感情認知について検討した。ウマが表情と音声
のクロスモーダルをクロスモーダルに関連づけて
認知できているならば、異なる情動価の表情と音
声を呈示した際に期待違反が生じ、一致条件でよ
りも不一致条件でウマがスピーカーの方を注視し
ている時間が長くなり、スピーカーの方を注視す
るまでの反応時間が短くなり、音声再生前に比べ
て再生後に心拍数上昇すると予測した。また、その
期待違反がウマと親密な担当者条件において顕著
に見られるだろうと予測した。
　行動指標の分析の結果、スピーカーへの注視時
間については、担当者条件においてのみ、ウマが一
致条件でよりも不一致条件で有意に長くスピー
カーの方を注視するという結果が得られた。この
結果は担当者条件においてのみ期待違反が生じた
ことを示唆しており、感情価の一致性・親密性の両

方について仮説を支持している。また、スピーカー
の方を注視するまでの反応時間については、親密
性に関わらず、ウマは一致条件でよりも不一致条
件で有意に素早くスピーカーの方を注視するとい
う結果が得られた。この結果も期待違反が生じた
ことを示唆しており、感情価の一致性についての
仮説を支持している。以上の行動指標に関する結
果は、ウマがヒトの表情と声を関連づけて感情を
認知していることを示唆している。つまり、一連の
結果は、ウマが視覚と聴覚を組み合わせたクロス
モーダルなウマ・ヒトの個体識別をすることが可
能であるとする先行研究10-12の結果を、ヒトの感情
認知についても拡張するものである。
　生理指標の結果については、怒り顔条件におい
てのみ、ウマの平均心拍数が一致条件でよりも不
一致条件で有意に上昇した。心拍数の上昇は覚醒
度の高まりを意味している16,17ことから、ウマにお
いては、ヒトの怒り顔を見てやや緊張していた後
に褒める声を聞くと覚醒度が高まった、というこ
とになる。つまり、怒り顔を見た後にその感情とは
一致しない褒める声を聴いたことでウマに期待違
反が生じたと考えられる。一方で、笑顔条件ではウ
マが笑顔を見てリラックスし、覚醒度が下がって
いた16ため、その状況で叱る声を聞いても心拍数
に影響するほど覚醒度は上昇しなかったと考えら
れる。これらの結果は期待違反が心拍数に部分的
に影響することを示唆している。しかし、本研究に
おいては、平均心拍数が試行の開始から音声の再
生まで緩やかに低下し続けていた。このことは、実
験スペースに移動してきてから実験開始までに十
分にウマの心拍数が下がりきっていなかったこと
を示している。ウマはヒトの注意の状態に敏感18,19

であり、ヒトの緊張はウマに伝染する20という報
告もあるため、実験中ウマの真横に立っていた実
験補助者の緊張が伝染した可能性が考えられる。
実際、実験開始直前までは実験補助者がウマの無
口頭絡につけられた心拍計に注目して心拍数が安
静時の値で安定するのを確認していたが、試行開
始と同時にその注目がなくなったため、試行開始
と同時にウマの心拍数が下がり始めた可能性が十
分にある。今後の研究では、ウマがヒトの注意状態
や心理状態に影響を受けないような手続きを考案

する必要があるだろう。
　なお、ウマは、未知者条件においてのみ、笑顔条
件でよりも怒り顔条件で有意に長くスピーカーの
方を注視した。また怒り顔条件においてのみ、ウマ
は担当者条件でよりも未知者条件で有意に長くス
ピーカーの方を注視した。これらの結果は、未知者
においては表情の感情価の効果が強く出ているこ
とを示している。ウマは未知者であってもその怒
り顔を認識することはできる4ため、その怒り顔が
脅威として機能し、ウマの緊張を高め4、怒り顔条
件においては再生された音声に対して敏感に反応
し長く注視したのだと考えられる。加えて、ウマは
担当者条件でよりも未知者条件で有意に素早くス
ピーカーの方を注視した。これは親密性に関する
仮説に反する結果である。ただし、ウマは双子や親
密な人とそうでない人の見分けがつくという報告
がある21,22 ことから、本研究においてもウマはや
はり担当者と未知者を区別していたと考えられ
る。したがって、反応時間の結果からも、ウマが担
当者よりも未知者により警戒し、注意を払ってい
た22ことが示唆される。
　以上をまとめると、本研究では、ウマが表情と音
声を関連づけてヒトの感情を認知することがわ
かった。またその認知が親密な担当者に対してだ
けでなく、未知者にも一般化されうることが明ら
かになった。これらの結果は、ウマはヒトとのパー
トナー関係を築く中で、表情や音声を社会的なシ
グナルとして理解し、それらを通じてお互いの感
情を認知してコミュニケーションを図ってきたこ
とを示唆している。今後、こうしたウマの認知能力
が遺伝的に備わった生得的なものなのか、それと
もヒトとのコミュニケーションによって学習され
るものなのか、またどのように発達するのかを検
討することで、伴侶動物であるウマとヒトとの絆
の形成について理解を深めていきたい3。
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緒論
　競走馬は、一定レベルまでの馬体の成長が望ま
れる。馬生産現場では、長日処理が繁殖季節を早

め、自然環境下より早く受胎させて出産時期を早
めることが可能なことから、繁殖雌馬に用いられ
ている。近年、日本中央競馬会（JRA）日高育成牧場

図1

はじめに
　胎盤は妊娠中に発達する重要な内分泌器官であ
り[13]、胎子の発達を支えるエストロジェンや、子
宮の収縮性を抑えるプロジェステロンの分泌が知
られている[1、17]。近年、ウマを含む数種類の動物
において、アクチビンというホルモンが注目され
るようになってきた[2、9、11]。
　アクチビンとはトランスフォーミング増殖因子

（TGF）-βファミリーに属する糖タンパク質ホルモ
ンであり、2つのβサブユニットが結合して構成
され、主にアクチビンA（βA+βA）、アクチビンAB

（βA+βB）、およびアクチビンB（βB+βB）の3種
類に分類される[7、12]。ヒトにおいて、胚および子
宮胎盤組織から産生分泌されたアクチビンAは、
着床準備、胚および胎盤の発達、子宮の免疫反応の
調整などの妊娠維持に重要な作用を、オートクラ
イン/パラクライン様式にて担っている[8、9、11、

19]。
　アクチビン受容体（Activin Receptor：ActR）は、
細胞膜貫通型のセリン‐スレオニンキナーゼ活性
型の受容体で、主にActR IA、IB、IIA、IIBの4種類が
知られている[7、18、23]。アクチビンはまずII型受
容体に結合し、I型受容体を動員する。続いて、I型
受容体をリン酸化して活性型とし、細胞内シグナ
ルを伝達することでアクチビンの作用が発現され
る[7、18]。ウマの子宮胎盤組織において、アクチビ
ンAが産生分泌されている可能性が近年報告され
ているものの[2、25、26]、ActRに関する報告はな
されていない。
　ウマの繁殖において胚死滅および胎子喪失は非
常に大きな問題であり、これらを最小限に抑える
有効な方法の確立が望まれる。子宮胎盤機能を良
好に保つことは正常な妊娠を維持するためには必
要不可欠であることから、妊娠期の子宮胎盤機能

に関係するアクチビンの作用部位を解明すること
は臨床繁殖上、有用な研究と考えられる。本研究で
は子宮胎盤組織で重要な役割を担っているアクチ
ビンに注目し、ウマの子宮胎盤組織および子宮平
滑筋におけるActRの局在性を、免疫組織化学的手
法を用いて探索することを目的とした。

材料及び方法
動物：
　研究には北海道の日本中央競馬会（JRA）日高育
成牧場にて飼養されていた7頭の妊娠したサラブ
レッドを用いた（9‐20才、平均±標準偏差：
13.1±3.7才）。組織採取時の各馬の妊娠日数は
88、120、161、269、290、313、335日であった。な
お、最終交配日を妊娠0日と定義した。これらの馬
は健康体で安楽殺されたか、疝痛などの繁殖に関
係する疾患以外の理由により安楽殺された。安楽
殺はメデトミジン（5µg/kg）の静脈内投与後に、チ
オペンタールナトリウムおよび塩化スキサメトニ
ウムの混合物を過剰投与して実施した。子宮平滑
筋を含む子宮胎盤組織を即座に採取し、4%パラホ
ルムアルデヒドを用いて固定後、エタノールにて
脱水し、パラフィンに包埋した。本研究における安
楽殺および組織採取を含む研究計画は、JRA日高
育成牧場動物倫理委員会にて承認された。

免疫化学組織学的染色：
　包埋された組織を4µmに薄切し、スライドガラ
ス（MAS-GP type A、S9904、松浪硝子工業株式会
社、大阪、日本）上に乗せてプレパラートを作製し
た。免疫組織化学的染色はImmPRESS Reagent Kit

（Vector® Antigen Unmasking Solution H-3300, 
Vector Laboratories, Inc., CA, U.S.A.）を用いて実施
した。キシレンおよびエタノールを用いて脱パラ
フィン、再水和後、内因性ペルオキシダーゼを
0.3%H2O2/メタノールと反応させて失活させた

（室温、30分）。抗原は1%クエン酸緩衝液（Vector® 
Antigen Unmasking Solution H-3300, Vector 
Laboratories, Inc.）に浸漬し、オートクレーブ処理
して抗原を賦活化させ、リン酸緩衝液（PBS；
0.01M、pH7.4）にて洗浄した。2.5%Normal Horse 
S e r um（ImmPRESS  R e agen t  K i t ,  V e c t o r  

Laboratories, Inc.）を用いてインキュベートして
ブロッキング処理した後（室温、30分）、PBSにて洗
浄した。その後一次抗体を0.5% TritonX-100/PBS

（PBS‒Triton）で希釈したものと反応させた（一晩、
4℃）。使用した一次抗体および希釈倍率は以下の
とおりである：抗ヒトActR IAヤギポリクローナル
抗体（1:320, ab115301, Vector Laboratories, 
Inc.）、抗ヒトActR IBウサギポリクローナル抗体

（1:480, ab64813, Vector Laboratories, Inc.）、抗
ヒトActR IIAマウスモノクローナル抗体（1:160, 
ab76940, Vector Laboratories, Inc.）、抗ヒトActR 
IIBウサギモノクローナル抗体（1:320, ab134082, 
Vector Laboratories, Inc.）。翌日、PBSにて洗浄後、
それぞれの一次抗体の免疫動物に応じて、以下の
二次抗体と反応させた（室温、30分）；抗ヤギIg 

（ImmPRESS Reagent Kit peroxidase, MP-7405, 
Vector Laboratories, Inc.）、抗ウサギIg（ImmPRESS 
Reagent Kit  peroxidase,  MP-7401, Vector 
Laboratories,  Inc.）、抗マウスIg（ImmPRESS 
Reagent Kit  peroxidase,  MP-7402, Vector 
Laboratories, Inc.）。PBSにて洗浄後、NovaRED

（SK-4800, Vector Laboratories, Inc.）を用いて顕
微鏡下で反応させ、免疫部位を可視化した。再度
PBSにて洗浄後、Mayer’s hematoxylinを用いてカ
ウンター染色し、エタノールにて脱水、キシレンに
て透徹し、封入材（MGK-S、松浪硝子工業株式会社）
を用いて封入した。ネガティブコントロールには
一次抗体の代わりにPBS-Tritonを用いた。さらに、
各組織サンプルに対してヘマトキシリン-エオジ
ン染色（HE染色）を実施した。

結果
　免疫組織化学的手法により検索したActRの4種
類（ActR IA、IB、IIA、IIB）全てに対して、子宮内膜上
皮細胞、子宮腺上皮細胞、胎盤栄養膜細胞、および
子宮平滑筋における染色性が、妊娠88日から335
日にかけて確認された（図1、代表として妊娠88日
および335日を示している）。全てのサンプルにお
いて染色部位に違いは確認されず、染色の強さに
ついても顕著な違いは認められなかった。一次抗
体を用いないコントロールは染色されなかった

（図1）。

考察
　本研究では免疫組織化学的手法によって、妊娠
馬の子宮内膜上皮、子宮腺、胎盤栄養膜、および子
宮平滑筋においてActR IA、IB、IIA、IIBの染色性が
確認され、これらの組織に4種類のActRが発現し
ていることが示唆された。つまり、これらの組織で
アクチビンの胎盤形成、ステロイドホルモン産生
分泌などの作用が発揮されていると考えられた。
これはウマの生殖器におけるActRの発現について
の初めての報告である。
　ActRはヒツジ[10]やラット[5]の子宮内膜、子宮
腺、栄養膜外胚葉に発現している。これらに基づく
と、本研究で確認されたウマの子宮内膜上皮、子宮
腺、胎盤栄養膜におけるActRの発現は十分に考え
られる結果である。本研究におけるActRの発現パ
ターンには、妊娠88日から335日にかけて顕著な
違いは認められず、アクチビンの作用調整には
ActRの発現パターンよりもリガンドの濃度の方が
より重要であると推察された。
　ヒトでは子宮胎盤組織からアクチビンAが産生

される[8、9、15]。妊娠25日のウマでは子宮内膜管
腔上皮および子宮腺上皮におけるアクチビンβA
サブユニットの発現が報告されている[26]。本研
究ではActRが子宮腺上皮に確認されたことから、
子宮腺にて産生されたアクチビンAは、同部位の
ActRに結合し、先行研究[10]で考察されているよ
うな子宮腺の発達制御に関与していると推察され
た。
　本研究ではActRの発現が胎子および母体胎盤に
て確認され、ウマの胎盤組織においてアクチビン
AがActRに結合し、妊娠150日までにおこる胎盤形
成[21]などの重要な作用を担っていることが推測
された。この推測は、ウマの子宮胎盤組織における
アクチビンβAサブユニットのmRNAが、妊娠後期
よりも妊娠中期に多いことをNorthern b lot  
analysisによって明らかにした先行研究[25]から
も支持される。しかし、ウマの妊娠130日から312
日にかけて、アクチビンβA鎖は子宮腺上皮に局
在しており、胎盤微小葉や胎子栄養膜、母体子宮内
膜組織には発現しない[2、25]。つまり、先行研究で
考察されているように[2]、アクチビンAは子宮腺
から組織内を拡散して胎盤組織のActRに結合する
可能性が考えられた。
　アクチビンAはヒトの胎盤においてプロジェス
テロンやエストラジオールの産生分泌を刺激する
[11]。ウマの胎盤は妊娠100日頃までプロジェス
テロン、妊娠後半にはエストロジェンの供給源と
なる[1]。この期間はウマの子宮腺にアクチビンβ
A鎖が発現する時期と一致しており[2、25]、子宮腺
由来のアクチビンAが胎盤のActRに結合し、ウマ
のホルモン産生分泌を刺激していると推察され
た。
　ヒトの局所的なアクチビンA[4]およびラットの
血中アクチビンA[6]は子宮平滑筋を標的とし、収
縮性を抑制する[4]。本研究では妊娠期間を通して
子宮平滑筋に4種類のActRが発現していたことが
確認され、アクチビンが妊娠期間中に子宮平滑筋
に作用し、オキシトシンによって刺激される[14]
子宮平滑筋の収縮性調整に関与しているものと推
論された。アクチビンはウシの黄体化顆粒膜細胞
におけるオキシトシン産生を抑制する[22]。ウマ
において、オキシトシンンは子宮内膜から産生さ

れるが[1、3]、アクチビンによるオキシトシン産生
抑制機構が子宮胎盤組織にも存在している可能性
はある。このようにアクチビンは、子宮平滑筋への
直接的作用およびオキシトシン産生抑制という間
接的作用を介して、子宮平滑筋の収縮性を抑制し
ていると推察された。
　アクチビンは主に、局所的に産生されオートク
ライン/パラクライン様式によって作用を発現す
る[7]。しかし、妊娠後期のヒトにおいて、アクチビ
ンは内分泌因子としての生物学的活性を持つと考
えられている[11]。ウマにおいても同様に、アクチ
ビンAはオートクライン/パラクライン因子とし
てのみではなく、妊娠後期には内分泌因子として
活性を持ち、本研究にて確認された子宮胎盤組織
のActRに結合している可能性が考えられる。子宮
腺に加え、ヒト[20]、ブタ[24]、ヤギ[23]、ラット
[16]の卵巣はアクチビンAの産生源として知られ
る。しかし、ウマのActRの局在性、アクチビンの産
生源、アクチビンの作用の関係性を考察するには
不明な点が多い。本研究では免疫組織化学的染色
のみを実施しており、ActRおよびアクチビンAサ
ブユニットを標的としたPCRやELISAなど、他の手
法を用いた追加研究が、本研究結果およびアクチ
ビンの作用メカニズムを確証するためには必要不
可欠である。
　結論として、妊娠馬の子宮内膜上皮、子宮腺、胎
盤栄養膜、および子宮平滑筋にActRのIA、IB、IIA、
IIBの4種類が妊娠期間を通して発現していること
が明らかとなり、子宮胎盤組織においてアクチビ
ンが作用していることが推察された。ウマの胚死
滅、流産、早産の予防法確立のためにさらなる研究
が望まれる。
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背景
　ウマは約5500年前に家畜化された1といわれて

おり、現在では農耕や輸送といった従来の目的の
他にも、競馬や乗馬といったスポーツのみならず、

妊娠88日（88d）および335日（335d）のサラブレッドにおける
子宮腺（＊）、子宮内膜上皮（→）、胎盤栄養膜（ ）、子宮平滑筋
（M）の免疫組織化学的染色の結果。組織は抗ActR IA、IB、IIA、IIB
抗体を用いて染色してある。P、胎盤領域；M、子宮筋層。HE、ヘ
マトキシリン‐エオジン染色。IA、ActR IA；IB、ActR IB；IIA、ActR 
IIA；IIB、ActR IIB；NC、陰性コントロール。全て同じスケールで撮
影し、スケールバーは100µmを示す。
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で育成期の馬に対して長日処理を実施した結果、
性腺機能の早期賦活化や冬毛の脱毛を早め、さら
に筋肉量を増加させることが報告がされた[45、
50]。日本の馬生産や育成現場では、温暖な気候で
ある南国で育成された馬は、寒冷な気候である北
国で育成された馬よりも成長が早いことが一般的
に知られていた。Mizukamiら（2015）が宮崎と日
高における自然光下でのサラブレッド育成馬の成
長を比較した研究では、日高で育成された馬より
も宮崎で育成された馬の成長が早いことが報告さ
れている[45]。加えて、宮崎で育成した馬では、日
高で育成した馬に比べて、雄馬では精巣機能の早
期賦活化、雌馬では早期排卵が起こると報告され
た。
　本研究では、これまで明らかにされていない宮
崎で育成されるサラブレッド育成馬に対する長日
処理の効果を観察し、成長促進、性腺機能賦活化お
よび被毛変化について明らかにすることを目的と
した。結果は、日高で育成された育成馬と比較し、
併せて育成馬に対する長日処理の効果のメカニズ
ムを明らかにする目的で、内分泌学的変化を観察
した。

材料および方法
供試馬
　成長と性腺機能の評価に関する研究には、北海
道と青森県で生まれた48頭のサラブレッド種を
用いた。実験に際しては、2群に分けて、24頭（雄12
頭、雌12頭）を温暖な気候のJRA宮崎育成牧場

（31°90’Ｎ, 139°42’E）、残りの24頭（雄12頭、雌
12頭）を寒冷な気候のJRA日高育成牧場（42°17’
Ｎ, 142°72’E）で1歳の8月下旬から2歳の4月ま
で飼育した。実験開始時、供試馬は19ヶ月齢～
22ヶ月齢であった。

長日処理
　馬房（3.6 x 3.6m）の天井に100ワットの白色電
球を設置し、明期14.5時間、暗期9.5時間の照明条
件を人工的に作出した。照明の強さは、馬の顔の位
置で約100ルックスとした。長日処理は、1歳の12
月20日から2歳4月10日までの4ヶ月間、宮崎育成
牧場の12頭（雄6頭、雌6頭）と日高育成牧場の12

頭（雄6頭、雌6頭）に実施した。残りの宮崎育成牧
場の12頭（雄6頭、雌6頭）と日高育成牧場の12頭

（雄6頭、雌6頭）は対照群として自然光下で飼育し
た。

被毛の評価
　被毛の評価に関する研究には、宮崎育成牧場（長
日処理群の雄12頭、雌49頭と、対照群の雄12頭、
雌12頭）と日高育成牧場（長日処理群の雄48頭、雌
49頭と、対照群の雄12頭、雌12頭）で飼育された
計206頭を用いた。

採血
　1歳の11月から2歳の4月まで、9時から12時ま
での間に月1回頸静脈からヘパリン加採血管を用
いて約10mL採血した。血漿は測定まで-20℃で保
存した。

成長の指標
　成長の指標として、体重（Weight）、体高（Height）、
胸囲（Girth）および管囲（Cannon）を1歳の12月か
ら2歳の4月まで1ヶ月に1回測定した。成長を比較
する目的で、4種類の指標の増加率（4月の値/12月
の値x100）を算出した。

被毛の評価
　被毛の評価は2歳の3月に行い、3名の評価者が
全ての馬を長日処理の有無を知ることなく無作為
に評価した。“良い”を3点、“普通”を2点、“悪い”を1
点とする3点法で採点し、平均点を算出して両群
を比較した。

ホルモンの測定
　プロラクチン、黄体形成ホルモン（LH）および 卵
胞刺激ホルモン（FSH）は、馬用二抗体法ラジオイ
ムノアッセイによって測定した[17]。プロラクチ
ンの測定には、第一抗体として抗馬プロラクチン
血清（AFP-261987）、標識用および標準ホルモン
として精製馬プロラクチン（AFP-8794B）を用い
た。LH の測定には、第一抗体として抗馬LH血清

（AFP-2405080）、標識用および標準ホルモンとし
て精製馬LH (AFP-50130A)を用いた。FSH の測定

には、第一抗体として抗馬FSH血清（AFP-2062096）、
標識用および標準ホルモンとして精製馬FSH 
(AFP-5022B) を用いた。測定内および測定間変動
は、プロラクチンが7.1% と 9.8%、LHが 12.6% と
15.1%、FSHが 4.9% と 12.2% であった。
　インスリン様成長因子1（IGF-1） は、ヒト用二抗
体法ラジオイムノアッセイによって測定した
[14 ]。第一抗体には、抗ヒトIGF - 1血清(AP  
4892898)、標識用および標準ホルモンとして精製
ヒトIGF-1 (Lot#090701) を用いた。測定内および
測定間変動は、2.7% と14.8%であった。
　プロジェステロン、テストステロンとエストラ
ジオール-17β は、ヨード125で標識したホルモ
ンを用いた二抗体法ラジオイムノアッセイによっ
て測定した[57]。第一抗体としては、抗プロジェス
テロン血清（GDN 337）[26]、 抗テストステロン血
清（GDN 250）[25]、抗エストラジオール-17β 血
清（GDN 244）[41]を用いた。測定内および測定間
変動は、プロジェステロンが 7.3% と14.3% テス
トステロンが 6.3% と7.2% およびエストラジ
オール-17βが 6.7% と17.8% であった。

初回排卵日の決定
　血中プロジェステロン濃度が初めて1ng/mL以
上の値を示した日の1週間前の日を、初回排卵日
と判断した[44、46]。

統計処理
　血中ホルモン濃度は、平均値± 標準誤差 (SEM)
で示した。2点間の比較には、F-test の後Student’s  
t-testを用いた。分散が均一でない場合にはWelch
のt-testを用いた。ホルモン濃度の比較には、二元
配置の分散分析の後post-hoc テスト（Bonferroni 
post test）を用いた。P < 0.05 で統計的に有意と判
定した。

結果
宮崎育成牧場で飼育した雄育成馬
　4つの成長指標の増加率を、Fig.1aに示した。体
重（Weight）、体高（Height）、胸囲（Girth）および管
囲（Cannon）のいずれの増加率も、長日処理群と対
照群の間で有意差は認められなかった。長日処理

群と対照群の1歳11月から2歳4月におけるプロラ
クチン、LH、FSH、IGF-1、テストステロンおよびエ
ストラジオール-17βの血中濃度の変化を、Fig.2
に示した。血中プロラクチン濃度は、長日処理群で
は12月から上昇を開始し、2月に急上昇した。血中
プロラクチン濃度は、12月から4月まで長日処理
群が対照群と比較して有意な高値を示した

（Fig.2a）。血中LH濃度は、長日処理群では、11月か
ら4月まで基底値（0.16～0.54ng/mL）のままで推
移した。対照群では、1月以降上昇したが両群間に
有意差は認められなかった(Fig.2b)。血中FSH

（Fig.2c）及びテストステロン濃度（Fig.2e）は、4月
には長日処理群が対照群と比べて有意な低値を示
したが、他の月では両群間に有意差は認められな
かった。血中IGF-1濃度は、11月から4月まで、対照
群が高い傾向を示したが、両群間に有意差は認め
られなかった（Fig.2d）。血中エストラジオール-17
β 濃度は、1月から4月まで対照群が高い傾向を示
したが、両群間に有意差は認められなかった

（Fig.2f）。

宮崎育成牧場で飼育した雌育成馬
　4つの成長指標の増加率を、Fig.1bに示した。体
重と管囲の増加率は、長日処理群が対照群よりも
有意な高値を示した。結果はFig.には示していない
が、2月では、4項目（体重、体高、胸囲、管囲）の全て
において長日処理群が対照群より有意な高値を示
した。長日処理群と対照群の1歳11月から2歳4月
におけるプロラクチン、LH、FSH、IGF-1、プロジェ
ステロンおよびエストラジオール-17βの 血中濃
度の変化を、Fig.3に示した。血中プロラクチン濃
度は、1月と2月には長日処理群が対照群と比較し
て有意に高い値を示したが、4月には対照群の方
が有意に高い値を示した（Fig.3a）。血中LH濃度は、
対照群では4月まで基低値で推移したが、長日処
理群では1月から上昇が認められた。2月以降は長
日処理群が高い値を示したが、個体差が大きく両
群間に有意差は認められなかった（Fig.3b）。血中
FSH濃度は、3月と4月に長日処理群が対照群より
有意に高い値を示した（Fig.3c）。血中IGF-1濃度は、

両群間で有意差は認められなかった（Fig.3d）。血
中プロジェステロン濃度は、両群とも11月から1
月まで基低値を示したが、対照群が長日処理群よ
りも有意に高い値を示した。2月には、長日処理群
の数頭で血中プロジェステロン濃度が上昇し、3
月と4月にも高値を示したが、対照群は4月まで基
底値のままであった。2月以降、長日処理群の血中
プロジェステロン濃度が対照群よりも明らかな高
値を示したが、個体差が大きく有意差は認められ
なかった(Fig.3e、Fig.4ab)。血中エストラジオール
-17β 濃度は、対照群では2月から上昇を示した
が、長日処理群では1月には高値を示し、4月まで
高値を維持した。11月、1月と2月には、長日処理群
が対照群よりも有意な高値を示した（Fig.3f）。初回
排卵の時期については、Fig.4に示した個体ごとの
血中プロジェステロン濃度の変化によって推定し
た。対照群では6頭中2頭（33.3％）のみが4月以前
に排卵したが（Fig.4a）、長日処理群では6頭中5頭

（83.3％）が排卵した（Fig.4b）。

日高育成牧場で飼育した雄育成馬
　4つの成長指標の増加率を、Fig.5aに示した。長
日処理群における体重と体高の増加率が、対照群

よりも有意に高い値を示した（Fig.5a）。
　長日処理群と対照群におけるプロラクチン、
LH、FSH、IGF-1、テストステロン、エストラジオー
ル-17βの 血中濃度の1歳9月から2歳4月までの
変化をFig.6に示した。血中プロラクチン濃度は、
対照群では2月から4月の間に上昇したが、長日処
理群は1月から上昇し始め4月まで高値を示した。
1月と2月には長日処理群が対照群と比較して有
意な高値を示した(Fig.6a)。血中LH濃度は、対照群
では4月まで低値で推移したが、長日処理群では1
月から4月にかけて上昇が認められた。しかし、両
群間に有意差は認められなかった(Fig.6b)。血中
FSHおよびIGF-1濃度は、長日処理群で高い傾向を
示したが、両群間で有意差は認められなかった
(Fig.6c、6d)。血中テストステロン濃度は、対照群で
は3月から上昇したが、長日処理群では1月から急
激に上昇して4月まで高値を維持した。しかし、個

体差が大きいため、両群間に有意差は認められな
かった（Fig.6e）。血中エストラジオール-17β 濃度
は、対照群では2月から4月にかけて緩やかに上昇
したが、長日処理群では1月から上昇し始め、3月
には対照群と比較して有意な高値を示した

（Fig.6f）。

日高育成牧場で飼育した雌育成馬
　4つの成長指標の増加率を、Fig.5bに示した。長
日処理群では、体高の増加率が対照群よりも有意
に高い値を示した（Fig.5b）。長日処理群と対照群
のプロラクチン、LH、FSH、IGF-1、プロジェステロ
ン、エストラジオール-17βの血中濃度の1歳9月
から2歳4月までの変化を、Fig.7に示した。血中プ
ロラクチン濃度は、対照群では3月から緩やかに
上昇したが、長日処理群では1月から上昇し、4月
まで高値を維持した。1月と2月には、対照群と比
較して有意な高値を示した（Fig.7a）。血中LH濃度
は、対照群では4月から上昇したが、長日処理群で
は2月から上昇が認められた。長日処理群におけ
る個体差が大きいため、両群間に有意差は認めら
れなかった（Fig.7b）。血中FSH濃度は、両群とも12

月からわずかに上昇したが、対照群では4月まで
低値を維持した。長日処理群は2月から再び上昇
し、3月には対照群と比較して有意な高値を示し
た(Fig.7c)。血中IGF-1濃度は、両群間で有意差は認
められなかった(Fig.7d)。血中プロジェステロン濃
度は、対照群では4月から上昇する傾向を示した
が、長日処理群では2月から上昇した。しかし、長
日処理群における個体差が大きいため、両群間に
有意差は認められなかった(Fig.7e)。血中エストラ
ジオール-17β 濃度は、対照群では3月から上昇し
たが、長日処理群では1月から上昇し、4月まで高
値を維持した。両群間に有意差は認められなかっ
た（Fig.7f）。初回排卵の時期については、Fig.8に示
した個体ごとの血中プロジェステロン濃度の変化
によって推定した。対照群では6頭中2頭（33.3％）
が4月以前に排卵したが、長日処理群では2月から
排卵し、6頭全頭（100％）が4月以前に排卵した

（Fig.8）。

被毛の変化
　2歳の3月(長日処理法実施後3ヶ月)に撮影した
両群の代表的な写真をFig.9に示した。
　また、各群の被毛の評価点の平均値を、Fig.10に
示した。宮崎（雄Fig.9A；雌Fig .9C）と日高（雄
Fig.9E；雌Fig.9G）における対照群では、冬毛が残っ
ていたが、長日処理群の雄（宮崎Fig .9B；日高
Fig.9F）と雌（宮崎Fig.9D；日高Fig.9H）では冬毛の
脱毛が進んでいた。被毛の評価点は、日高の雄

（Fig.10A）と雌（Fig.10B）、宮崎の雄（Fig.10C）と雌
（Fig.10D）において、長日処理群が対照群と比較し
て有意な高値を示した。

考察
　本研究では、宮崎で育成したサラブレッド育成
馬に初めて長日処理を実施し、成長、内分泌機能、
性腺機能および被毛の変化を日高で育成した馬と

比較した。本研究の結果から、日本の南に位置する
温暖な気候の宮崎と、北に位置する寒冷な気候の
日高で育成した馬に対する長日処理の効果の違い
が明らかとなった。長日処理による成長促進と性
腺機能の促進効果は、日高で育成した馬では、雌雄
馬共に認められた。しかし、宮崎で育成した馬で
は、雌では長日処理による成長促進と性腺機能の
促進効果が認められたが、雄には長日処理の明ら
かな効果は認められなかった。
　成長促進効果については、日高においては、長日
処理群が自然光下で育成した対照群よりも、雄で
は体重と体高、雌では体高が増加した。宮崎におい
ては、雌では体重と管囲が対照群と比べて長日処
理群で増加した。さらに、宮崎で育成した雌の2月
における増加率は、4項目（体重、体高、胸囲、管囲）
全てにおいて、対照群と比べて長日処理群で増加
した。しかし、雄馬では、いずれの成長項目でも長
日処理の効果は認められなかった。
　性腺機能促進効果については、長日処理は日高
で育成した雌雄馬および宮崎で育成した雌馬の性
腺機能を促進することが明らかとなった。雄馬で

は精巣からのホルモン分泌量の増加が認められ、
雌馬では初回排卵の早期化が起こった。本研究の
結果から、長日処理は繁殖雌馬と同様に育成馬に
対しても性腺機能の促進効果を持つことが明らか
となった[7、23、53]。しかし、宮崎で育成した雄馬
では、成長および性腺機能に対する長日処理の効
果は認められなかった。その理由は、現時点では明
らかではない。
　日高と宮崎において、自然光下で育成した雌雄
サラブレッドの成長を比較した我々の過去の研究
から、雌雄ともに宮崎で育成した馬が日高で育成
した馬より成長が促進される事実が明らかになっ
た[45]。動物の成長速度には限界があるため、宮崎
で育成した雄馬は自然光下で、既に限界に近いス
ピードで成長を遂げていることから、長日処理を
実施しても体重、体高、胸囲、管囲のさらなる成長
促進は認められなかった可能性が示唆された。宮
崎で育成した雄馬における長日処理の効果につい
ては、さらなる研究が必要である。しかし、プロラ
クチン分泌量は、宮崎で育成した雄馬でも明らか
に増加した。この事実は、宮崎と日高で育成した馬
に対して、増加したプロラクチンが何らかの生理
学的作用を有していることを示す結果である。本
研究において被毛の変化を観察した結果から、日
高で育成した雌雄馬と同様に、宮崎で育成した雌
雄馬でも長日処理により冬毛の脱毛が進んでいる
ことが明らかとなった。
　内分泌の変化に関しては、長日処理でプロラク
チン分泌の時期が早まり、分泌量も増加すること
が宮崎と日高のいずれの地域で育成した雌雄馬共
に誘導される事実が明らかとなった。日高で育成
した馬における長日処理の効果は、過去の研究と
同様であった[42,50]。プロラクチン分泌は、多く
の動物で日照時間に比例して増加し、様々な生理
作 用 を 発 揮 す る 事 実 が 報 告 さ れ て い る
[5,6,12,16,17,24,27]。プロラクチンの生理作用と
しては、冬毛の換毛と営巣行動の促進が報告され
ている[18-20,58,59]。プロラクチンのレセプター
は、骨端の成長板に発現しており、プロラクチンは
授乳中のラットの脛骨を伸長させることが報告さ
れている[54]。また、プロラクチンは腸からのカル
シウム吸収を促進させることが報告されている

[9,10,55]。さらに、プロラクチンは、副腎からの糖
質コルチコイドの分泌を促進し[32-36]、免疫機能
を増強させて胃潰瘍を予防する[2]などの作用が
あることから、近年ではアンチストレスホルモン
として注目を浴びている[56]。
　プロラクチンの性腺機能に関しては、プロラク
チンは、馬の卵巣機能に対して全身的および局所
的な作用で卵巣機能に重要な生理学的役割を果た
していることが報告されている[37、38、51]。ま
た、プロラクチンとドーパミンのレセプターが、馬
の卵巣組織に存在することが報告されている

「37-39」。さらに、プロラクチンは、プロラクチン
自身のレセプター数を増加させ、ミンクの黄体細
胞のLHレセプター数を増加させる作用が報告さ
れている[21]。プロラクチンは、雄の生殖にも重要
なホルモンであり、多くの動物において、ステロイ
ドホルモンの生合成、生殖子形成、性行動などにお
ける作用が報告されている[3]。雄馬および去勢馬
で、長日期に血中プロラクチン濃度が上昇するこ
とが報告されている[16]。ヒト、クマおよびシカの
精巣や副生殖腺でプロラクチンレセプターの発現
が報告されている[28-31]。クマやゴールデンハム
スターでは、繁殖期に精巣のプロラクチンレセプ
ター数が増加することが報告されている[4、30、
40]。これらの事実は、プロラクチンが動物の生殖
腺や副生殖腺に重要な生理作用を有している事を
示していると解釈されている。
　IGF-1は、成長ホルモンにより分泌が促進され、
身体の成長を促すホルモンである。主に肝臓から
分泌される[15]。IGF-1は、体内での半減期が長く
日内変動がないので、成長に関する内分泌状態を
調べる良い指標である[8]。馬の精巣にIGF-1と
IGF-1レセプの局在が認められることが報告され
ているが[60]、本研究では、長日処理によって、宮
崎と日高のいずれで育成された馬においても
IGF-1の血中濃度に有意な変化は認められなかっ
た。
　本研究において、長日処理は、日高で育成した雌
雄馬および宮崎で育成した雌馬で、下垂体からの
2つの性腺刺激ホルモン（LHとFSH）の分泌を促進
させることが明らかとなった。その結果として、日
高で育成した雄馬では、長日処理によって精巣か

らのテストステロンとエストラジオール-17βの
分泌量が増加した。また、日高と宮崎で育成した雌
馬では、卵巣からのエストラジオール-17βとプロ
ジェステロン分泌が増加した。
　雌馬では、エストラジオール-17βは成熟卵胞か
ら分泌され、プロジェステロンは黄体から分泌さ
れる[44,46]。本研究では、長日処理によって雌馬
の下垂体からLHとFSH分泌が促進され、このLHと
FSHによって卵巣では卵胞の成熟が促進して、そ
の結果として排卵時期が早まったと解釈された。
また、雄馬では、分泌が増加したLHとFSHによって
精巣のライディッヒ細胞とセルトリ細胞からテス
トステロンとエストラジオール-17βの分泌が刺
激され、結果として精子形成が促進されたと解釈
された。本研究におけるホルモン測定の結果に基
づくと、下垂体からの性腺刺激ホルモンの分泌は、
雌雄ともに長日処理開始後約1ヶ月の1月後半か
ら増加した。この結果から、視床下部－下垂体軸に
対する長日処理の効果が発揮されるまでに約1ヶ
月が必要であることが明らかとなった。自然光下
で育成されている多くの雌馬では、発情と排卵は
2歳の4月以降に起こる。したがって、本研究にお
いて、1歳の12月から行った長日処理は、繁殖雌馬
と同様に育成馬においても、約2ヶ月早く排卵を
誘発することが明らかとなった。
　雄馬においては、精巣のライディッヒ細胞がテ
ストステロンだけでなく大量のエストラジオール
-17βを分泌することが報告されている[47-49]。
テストステロンは、雄馬の副生殖腺の成長を促し、
精子形成を刺激する。また、テストステロンは、脂
肪異化を促しトリグリセリドの蓄積を阻害する。
結果的に、体脂肪の蓄積を減少させる[1]。テスト
ステロンは、蛋白質同化作用を持っており、筋肉量
を増加させる[22]。さらに、骨に直接作用してエス
トラジオール-17βへと変換され、骨形成を促す
[11,44,52]。エストラジオール-17βは、雌馬の成
熟卵胞の顆粒層細胞から分泌される[44,46]。エス
トラジオール-17βは、発情を誘起し、子宮内膜の
成長、子宮腺の発達、および子宮と膣の粘液分泌を
促すことで受精･着床の準備を行うホルモンであ
る。また、エストラジオール-17βの骨への作用は、
骨成熟を促し骨密度の増加を促進することが知ら

れている。エストラジオール-17βは、脂肪代謝を
高め、体脂肪蓄積を減少させる[13]。
　本研究の結果を要約すると、日本で自然光の下
で飼育されたサラブレッド1歳馬の成長は、寒冷
な気候の日高と比べて温暖な気候の宮崎で育成す
る方が優れていることが明らかとなった[45]。し
かし、日高においても長日処理を実施して日照時
間を延長した環境で育成することにより、成長、性
成熟や冬毛の脱毛を促進することが可能である。
また、宮崎においても長日処理を実施することに
より、雌馬では、成長、性成熟や冬毛の脱毛を促進
することが可能であることが明らかになった。長
日処理を行った育成馬における、筋肉や脂肪、およ
び心肺機能への影響については、今後さらなる研
究が必要である。
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セラピーアニマルとしても活躍の幅を広げてい
る。このように活躍の幅を広げる中で、大型動物で
あるウマを扱うには常に危険が伴うにもかかわら
ず、ウマの扱いに長けていない人がウマと触れ合
うような場面が日常的になってくることが想定さ
れる。ウマとヒトがお互いのシグナルをどのよう
に認知し、コミュニケーションを図っているのか
を科学的な根拠をもとに知ることは、お互いによ
り良い関係を築き、人馬の安全を向上するうえで
大いに役に立つだろう。また、そのような研究から
得られた知見を活かしたトレーニングや調教はウ
マの福祉の向上にも役立つと考えられる2。しか
し、大型動物であるウマの行動制御が難しいこと
や、研究対象個体数を十分に確保するための複数
の実験場所で実験実施に伴う実験環境の統制の難
しさから、ウマの認知に関する科学的研究・調査は
不足しているのが現状である3。
　ただし、最近ではヒトとウマのコミュニケー
ションに関する研究が徐々に増えてきている。例
えば、ウマがヒトの表情の意味を理解しているか
どうかについては、Smith, Proops, Grounds, 
Wathan, & McComb（2016）が研究している。彼ら
は、ウマにヒトの表情の写真刺激を呈示し、ウマは
ヒトの笑顔と怒り顔を区別すること、また怒り顔
が呈示された際に心拍数が最高値に達する時間が
より短くなることを示した4。この結果は、ウマが
ヒトの怒り顔に対してより身構えて緊張すること
を示しており、ウマに別のウマの表情刺激を呈示
した際の結果5とも一致している。したがって、ウ
マ同士のコミュニケーションにおける表情からの
感情認知と同様のメカニズムがヒトとのコミュニ
ケーション時にも機能していることが推測されて
いる。
　一方で、通常のウマ同士のコミュニケーション
が行われる場面では、視覚だけでなく聴覚も重要
な役割を果たしている6。ウマは嘶き（いななき）と
いう特有の音声を持っている。嘶きにはネガティ
ブな感情やポジティブな感情が反映される7, 8こと
や、その異なる感情が反映された音声に対応した
反応をウマが示すことも明らかになっている9。こ
のことはウマ同士が音声によって感情情報をやり
とりする可能性を示唆している。

　また、ウマおける視聴覚の情報の統合について
の研究も行われている。Proops, McComb, & Reby

（2008）は、ウマに対して、群れの仲間の個体A（個
体A）が目の前を歩いていき、障壁の向こう側に隠
れる様子（視覚刺激）を見せた。その後、その障壁の
後ろに設置したスピーカーから、直前に障壁の後
ろに隠れるのを見せた個体Aまたは別の個体の音
声（聴覚刺激）を再生し、ウマの反応を測定した。そ
の結果、別の個体の音声が再生された際には、直前
に障壁の後ろに隠れるのを見た個体と同一個体の
音声が再生されたときに比べ、スピーカーの方を
注視している時間が有意に長くなり、スピーカー
の方を注視するまでの反応時間が有意に短くなる
ことがわかり、期待違反が生じたことが確認され
たのである10。このことから、ウマが同じ群れの同
種個体に対して視覚と聴覚をクロスモーダルに組
み合わせて個体識別を行うことが明らかになっ
た。また、Proops & McComb（2012）やLampe & 
Andre（2012）は、このウマにおける視覚と聴覚の
クロスモーダルな識別が、ウマに対してだけでは
なく、普段慣れ親しんでいるヒトに対してもなさ
れることを示している11, 12。したがって、ウマは日
常的に他者の識別に視聴覚の情報を組み合わせて
社会的なシグナルとして利用していることが考え
られる。
　以上の先行研究を踏まえると、ウマはヒトとの
コミュニケーションの中で感情に伴う表情や音声
を組み合わせて社会的なシグナルとして活用して
きた可能性が十分に考えられる。本研究では、期待
違反法を用いて、表情と音声の感情価の一致・不一
致、また、刺激となるヒトとの親密さの違いがウマ
の行動や心拍数に与える影響を調べることで、ウ
マにおけるクロスモーダルなヒトの感情認知につ
いて検討した。なお、期待違反法はもともとヒト乳
児の認知発達を調べるために考案された手法であ
る。まず実験対象の動物に、ある刺激 A（例：ヒトの
笑顔）を見せる。次に、その刺激から期待される刺
激 B（例：ヒトの褒める声）または期待に反する刺
激 C（例：ヒトの叱る声）を聞かせる。もし動物が刺
激 A（笑顔）から刺激 B（褒める声）を期待するなら
ば、刺激 C（叱る声）が聞こえてきた際に、その期待
が裏切られたことによって驚くことが予想され

る。この「えっ？」という違和感を捉える方法が、期
待違反法である。このような場合、期待違反から生
じる違和感から、期待通りの刺激 B（褒める声）よ
りも刺激 C（叱る声）に対する動物の注視が素早く
生じたり、長くなったりすると予測される。本研究
では、スクリーンにヒトの表情を呈示した後、スク
リーンの前にあるスピーカーからそのヒトの音声
を再生した。ウマが表情と音声をクロスモーダル
に関連付けてヒトの感情を認知できているなら
ば、表情と音声で異なる感情価の刺激を呈示した
際に期待違反が生じることとなる。したがって、表
情と音声の感情価が一致しているときよりも不一
致のときに、音声再生後にウマがスピーカーの方
を注視する時間が長くなり、スピーカーの方を注
視するまでの反応時間が短くなり、心拍数が音声
再生の直前に比べて上昇すると予測した。また上
述のように、親しい人の識別がクロスモーダルに
可能であるという先行研究の結果に加え、ウマは
親しい人とは感情を含んだコミュニケーションを
直接豊富にとっているため、親しい人の表情と声
の組み合わせを学習していると考えられる。した
がって、その組み合わせの連合が強く生じている
ので、普段よく接している親しい人（馬術部のウマ
の担当者）に対して期待違反がより大きく生じる
と予測した。

方法
参加個体
　東京大学馬術部のウマ（Equus caballus）9頭と東
京農工大学馬術部のウマ10頭の計19頭（セン馬が
18頭、牝馬が1頭、平均年齢14 ± 6.2歳）が実験に
参加した。

刺激
　刺激としては、各ウマの飼育・調教担当者（参加
個体の日常の手入れ、騎乗、接触回数が多い者；以
下担当者）と未知者（参加個体が会ったことのない
人）から表情（視覚刺激）と音声（聴覚刺激）をそれ
ぞれ収集した。未知者の性別は担当者の性別と対
応させた。担当者は男性が7名、女性が11名であっ
た。女性のうち1名は2頭担当馬がいたため、表情
は同一のものを使用し、音声は2頭分収集した。

表情（視覚刺激）
　表情はデジタルカメラ（A3300、SONY）を用い
て撮影した。ポジティブな刺激として笑顔を、ネガ
ティブな刺激として怒り顔を、正面から撮影した。
笑顔、怒り顔については、Ekman, Friesen, & Hager 
(1978)13に基づいてモデル（担当者と未知者）に表
出してもらい、撮影した。
　撮影した表情は、Adobe Photoshop Element 12
を用いて編集した。縦幅は頭頂部から顎、横幅は左
右の耳の幅となるようにトリミングした後、高さ
が1500pixelとなるようにサイズ変更した。編集後
の横幅は1000pixel程度となるようにトリミング
を調整した。また、背景は白で塗りつぶした。図1
は刺激となる表情の例を示している。
　表情はプロジェクター（V-1080 PlUSVision）を
用いてスクリーンに呈示した。スクリーンに呈示
した際の刺激サイズはA3サイズ（42 × 29.7 cm）
程度であった。これはSmith et al.（2016）4の研究
で使用されている刺激サイズを参考にした。

音声（聴覚刺激）
　 音 声 は S A N Y O リ ニ ア P C M レ コ ー ダ ー

（ICR-PS501RM）を用いてデジタル録音した。ポジ
ティブな刺激として褒める声（高めの声でやさし
く呼びかける声）を、ネガティブな刺激として叱る
声（低めの声で厳しく呼びかける声）を録音した。
どちらの刺激についても、ウマの普段の呼び名を
3回呼んでもらった。
　録音した音声はパーソナルコンピュータに出力

し、SoundEngine ver.5.21を用いて編集した。各刺
激は呼び名がそれぞれ1秒のブランクを挟んで3
回連続で再生されるように編集した。編集後の刺
激の長さは、ウマの呼び名の長さによって異なっ
たが、4秒から8秒程度であった。刺激はウマから
1.3mの距離にあったスピーカー（SoundLink 
Mobile II Leather BOSE）から再生した。スピー
カーから再生した音声の大きさは約67 ± 2.1dB
であった。

実験環境
　東京大学馬術部のウマは東京大学馬術部の厩舎
の空き馬房で、東京農工大学馬術部のウマは東京
農工大学馬術部の厩舎内の空スペースで実験をお
こなった。空き馬房・空スペースから実験とは関係
ない敷料などを取り除き、入口とは反対側の扉を
開けてビニール段ボールで仕切りを作った部屋を
実験スペースとした。
　図2は実験スペースの配置を示している。実験
スペースの大きさは、東京大学馬術では3.2 × 2.4 
× 3.7m、東京農工大学馬術部では3.0 × 3.0 × 
4.5 mであった。スクリーンは馬房から1.3mの場
所に配置し、その手前にスピーカーを設置した。実
験の様子は前方、後方、斜め前の3ヶ所からビデオ
カメラ（うち2台はHDC-TM25 Panasonic、残りの1
台はHDR-XR350 SONY）を用いて撮影した。

参加個体の準備
　ウマ用のベルトを用いて心拍計（M800  
POLAR）を参加個体に装着した後、心拍数が落ち
着くまで待機させた。受信機は参加個体の無口頭
絡（ハミのついていない頭絡。手入れ時などに用い
られる）の顎の裏に装着し、ウマの横に位置する実
験補助者が確認できるようにした。

手続き
　全体の手続きはLampe & Andre (2012)12を参考
にした。実験者と実験補助者は著者と実験補助の
馬術部員が担当した。実験者はパソコンを操作し、
実験補助者は参加個体を実験スペースに連れてい
き、試行の間参加個体の横に立っていた。
　まず、実験補助者が参加個体を実験スペースに
入れて、参加個体の顔をスクリーンの方へ向けた
後、安静時の心拍数（28 ~ 40 bpm）14になって5秒
程度安定するか、心拍数が10秒間変わらなくなる
まで待った。その後、実験補助者が心拍の記録を開
始し、試行を開始した。このとき、実験者は実験補
助者の合図に合わせて刺激呈示用のパーソナルコ
ンピュータ（SONY製）を操作して、以下の刺激呈示
を自動でおこなった。まず試行開始から15秒後に
スクリーンに表情を呈示した。表情を30秒間呈示
し、15秒間のブランクを挟んで音声を再生した。
音声の再生開始から15秒後までを区切りとし、こ
こまでを1試行とした。
　試行の間、実験者は正面のビデオカメラで、参加
個体および実験補助者に危険が生じていないこと
を確認した。また、実験補助者は曳き手を持ったま
ま参加個体の横に立ち、スクリーンに呈示される
表情をウマに確実に見せるために表情が呈示され
るまではウマがスクリーンの方を向くように曳き
手を操作した。表情の呈示が始まってから志向終
了の合図が実験者からあるまでは、実験補助者の
動作や視線がウマに影響するのを防ぐため、実験
補助者は下を向き、曳き手の操作を一切しなかっ
た。なお、ウマが自由に行動できるように、曳き手
を緩く持っていた。

実験デザイン
　感情価の一致性（一致・不一致）、親密性（担当者・

未知者）、表情の感情価（笑顔・怒り顔）の3要因被
験者内計画であった。なお、呈示した表情の感情価
がウマの行動・生理指標に影響する4ことも予測さ
れたため、表情の感情価も要因の1つに設定した。
したがって、参加個体は2×2×2の合計8条件につ
いて、1試行ずつの実験を受けたのである。
　実験は、1個体に対し1日に1条件1試行のみ実施
した。条件の実施順と条件そのものの効果を独立
に検討するために、条件の実施順序は参加個体間
でカウンターバランスをとった。また、馴化を防ぐ
ために、最低2日以上試行間間隔をとった。

分析
行動指標
　撮影した動画はコンピュータに出力し、
CyberLink PowerDirector 14（64bit）を利用して解
析をおこなった。30分の1秒を1フレームとし、音
声の再生開始から試行終了までの間にスピーカー
の方を注視していた時間（以下、「注視時間」と表
記）および音声の再生開始からスピーカーの方を
注視するまでの反応時間をコーディングした。音
声の再生開始から試行終了までは15秒であった
ため、注視時間や反応時間の最大値は450フレー
ムであった。つまり、音声再生から15秒間反応が
なかった場合は、注視時間を0フレーム、反応時間
を450フレームとしたということである。
　注視の定義はスクリーン正面から撮影したビデ
オ映像の中で「ウマが正面から左右45度以内（合
計90度）で前を向いている状態が120ミリ秒以上
継続していること」12とした。また、左右45度の判
別は「ウマの眼球が消えて、眼窩の弯曲だけが見え
て、同じ側の鼻孔が見えなくなったとき」12とし
た。また、音声開始の段階でウマが注視している場
合は、瞬きをした瞬間を注視の開始とした12。な
お、瞬きは哺乳類において注意を切り替える際に
生じると考えられている15。
　コーディングの信頼性を確認するために、実験
目的を知らない評定者1名が全152試行中27試行
のビデオを全く同様に分析した。Pearsonの相関係
数は、反応時間についてr = .929（p < .001）、注視
時間についてr = .943（p < .001）と十分に高く、ビ
デオ解析の信頼性は十分であった。なお、行動指標

の解析に先立って表情の注視時間を同様に解析
し、参加個体が表情を全く注視しなかった試行の
データは欠損値として処理した。

生理指標
　心拍データはパーソナルコンピュータに出力
し、心拍計付属の解析ソフト（POLAR FLOW）を用
いて1秒ごとの心拍数のデータを抽出した。音声
再生開始直後15秒間の平均値から音声再生直前
15秒間の平均値を引いた差分のデータを各条件・
各個体について比較した。

統計分析
　IBM SPSS Statistics 24を使用して分析をおこ
なった。すべての指標について線形混合モデル

（LMM）を用いて、AICが最小になるベストモデル
を選択した。
　なお、反応時間のデータには分布に偏りが見ら
れたため、対数変換をしたうえで分析をおこなっ
た。また、外れ値（各条件の個体間平均値から標準
偏差の2倍以上乖離した値）のデータは分析から
除外し、欠損値として扱った。

結果
　図3はウマのスピーカーへの注視時間の結果を
示している。固定効果として親密性・感情価の一致
性・表情の感情価およびすべての交互作用を選択
し、変量効果として参加個体・実験場所・実験補助
者を選択したモデルがベストモデル（AIC  =  
1649.093）であった。その結果、感情価の一致性と
親密性の交互作用が有意であった（F(1, 128) = 
9.870, p = .002）。Sidakの補正を用いて多重比較
をおこなったところ、担当者条件においてのみ、ウ
マは一致条件でよりも不一致条件で有意に長くス
ピーカーの方を注視した（t(128) = 3.878,  p 
< .001）。また、一致条件においてのみ、担当者条件
でよりも未知者条件で有意に長くスピーカーの方
を注視した（t(128) = 1.990, p = .049）。加えて、親
密性と表情の感情価の交互作用が有意であった（F
(1, 128) = 8.423, p < .004）。Sidakの補正を用いて
多重比較をおこなったところ、怒り顔条件におい
てのみ、ウマは担当者条件でよりも未知者条件よ

りも有意に長くスピーカーの方を注視した（t
(128) = 3.359, p = .001）。また、未知者条件におい
てのみ、ウマは笑顔条件でよりも怒り顔条件で有
意に長くスピーカーの方を注視した（t(128) = 
4.600, p < .001）。

　図4はウマがスピーカーの方を注視するまでの
反応時間の結果を示している。固定効果として親
密性・感情価の一致性・表情の感情価およびすべて
の交互作用を選択し、変量効果として参加個体・実
験場所・実験補助者を選択したモデルがベストモ
デル（AIC = 449.384）であった。その結果、感情価
の一致性の主効果が有意（F(1, 121) = 9.329 , p 
= .003）で、ウマは一致条件でよりも不一致条件で
有意に素早くスピーカーの方を注視した。また、親
密性の主効果が有意で（F(1, 121) = 6.310 , p 
= .013）、ウマは担当者条件でよりも未知者条件で
有意に素早くスピーカーの方を注視した。

　図5は音声再生前後のウマの平均心拍数の差を
示している。固定効果として親密性・感情価の一致
性・表情の感情価およびすべての交互作用を選択
し、変量効果として参加個体・実験場所・実験補助

者を選択したモデルがベストモデル（AIC  =  
480.923）であった。その結果、感情価の一致性と
表情の感情価の交互作用が有意であった（F(1, 
120) = 6.919 , p = .010）。Sidakの補正を用いて多
重比較をおこなったところ、怒り顔条件において
のみ、一致条件でよりも不一致条件で平均心拍数
の差が大きくなった（t(120) = 2.900, p = .004）。
また、不一致条件においてのみ、笑顔条件でよりも
怒り顔条件で平均心拍数の差が大きくなった（t
(120) = 3.310, p = .001）。

考察
　本研究では、期待違反法を用いて、表情と音声の
感情価の一致性、また、刺激となるヒトへの親密性
の違いがウマの行動や生理指標に与える影響を調
べることで、ウマにおけるクロスモーダルなヒト
の感情認知について検討した。ウマが表情と音声
のクロスモーダルをクロスモーダルに関連づけて
認知できているならば、異なる情動価の表情と音
声を呈示した際に期待違反が生じ、一致条件でよ
りも不一致条件でウマがスピーカーの方を注視し
ている時間が長くなり、スピーカーの方を注視す
るまでの反応時間が短くなり、音声再生前に比べ
て再生後に心拍数上昇すると予測した。また、その
期待違反がウマと親密な担当者条件において顕著
に見られるだろうと予測した。
　行動指標の分析の結果、スピーカーへの注視時
間については、担当者条件においてのみ、ウマが一
致条件でよりも不一致条件で有意に長くスピー
カーの方を注視するという結果が得られた。この
結果は担当者条件においてのみ期待違反が生じた
ことを示唆しており、感情価の一致性・親密性の両

方について仮説を支持している。また、スピーカー
の方を注視するまでの反応時間については、親密
性に関わらず、ウマは一致条件でよりも不一致条
件で有意に素早くスピーカーの方を注視するとい
う結果が得られた。この結果も期待違反が生じた
ことを示唆しており、感情価の一致性についての
仮説を支持している。以上の行動指標に関する結
果は、ウマがヒトの表情と声を関連づけて感情を
認知していることを示唆している。つまり、一連の
結果は、ウマが視覚と聴覚を組み合わせたクロス
モーダルなウマ・ヒトの個体識別をすることが可
能であるとする先行研究10-12の結果を、ヒトの感情
認知についても拡張するものである。
　生理指標の結果については、怒り顔条件におい
てのみ、ウマの平均心拍数が一致条件でよりも不
一致条件で有意に上昇した。心拍数の上昇は覚醒
度の高まりを意味している16,17ことから、ウマにお
いては、ヒトの怒り顔を見てやや緊張していた後
に褒める声を聞くと覚醒度が高まった、というこ
とになる。つまり、怒り顔を見た後にその感情とは
一致しない褒める声を聴いたことでウマに期待違
反が生じたと考えられる。一方で、笑顔条件ではウ
マが笑顔を見てリラックスし、覚醒度が下がって
いた16ため、その状況で叱る声を聞いても心拍数
に影響するほど覚醒度は上昇しなかったと考えら
れる。これらの結果は期待違反が心拍数に部分的
に影響することを示唆している。しかし、本研究に
おいては、平均心拍数が試行の開始から音声の再
生まで緩やかに低下し続けていた。このことは、実
験スペースに移動してきてから実験開始までに十
分にウマの心拍数が下がりきっていなかったこと
を示している。ウマはヒトの注意の状態に敏感18,19

であり、ヒトの緊張はウマに伝染する20という報
告もあるため、実験中ウマの真横に立っていた実
験補助者の緊張が伝染した可能性が考えられる。
実際、実験開始直前までは実験補助者がウマの無
口頭絡につけられた心拍計に注目して心拍数が安
静時の値で安定するのを確認していたが、試行開
始と同時にその注目がなくなったため、試行開始
と同時にウマの心拍数が下がり始めた可能性が十
分にある。今後の研究では、ウマがヒトの注意状態
や心理状態に影響を受けないような手続きを考案

する必要があるだろう。
　なお、ウマは、未知者条件においてのみ、笑顔条
件でよりも怒り顔条件で有意に長くスピーカーの
方を注視した。また怒り顔条件においてのみ、ウマ
は担当者条件でよりも未知者条件で有意に長くス
ピーカーの方を注視した。これらの結果は、未知者
においては表情の感情価の効果が強く出ているこ
とを示している。ウマは未知者であってもその怒
り顔を認識することはできる4ため、その怒り顔が
脅威として機能し、ウマの緊張を高め4、怒り顔条
件においては再生された音声に対して敏感に反応
し長く注視したのだと考えられる。加えて、ウマは
担当者条件でよりも未知者条件で有意に素早くス
ピーカーの方を注視した。これは親密性に関する
仮説に反する結果である。ただし、ウマは双子や親
密な人とそうでない人の見分けがつくという報告
がある21,22 ことから、本研究においてもウマはや
はり担当者と未知者を区別していたと考えられ
る。したがって、反応時間の結果からも、ウマが担
当者よりも未知者により警戒し、注意を払ってい
た22ことが示唆される。
　以上をまとめると、本研究では、ウマが表情と音
声を関連づけてヒトの感情を認知することがわ
かった。またその認知が親密な担当者に対してだ
けでなく、未知者にも一般化されうることが明ら
かになった。これらの結果は、ウマはヒトとのパー
トナー関係を築く中で、表情や音声を社会的なシ
グナルとして理解し、それらを通じてお互いの感
情を認知してコミュニケーションを図ってきたこ
とを示唆している。今後、こうしたウマの認知能力
が遺伝的に備わった生得的なものなのか、それと
もヒトとのコミュニケーションによって学習され
るものなのか、またどのように発達するのかを検
討することで、伴侶動物であるウマとヒトとの絆
の形成について理解を深めていきたい3。
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緒論
　競走馬は、一定レベルまでの馬体の成長が望ま
れる。馬生産現場では、長日処理が繁殖季節を早

め、自然環境下より早く受胎させて出産時期を早
めることが可能なことから、繁殖雌馬に用いられ
ている。近年、日本中央競馬会（JRA）日高育成牧場

はじめに
　胎盤は妊娠中に発達する重要な内分泌器官であ
り[13]、胎子の発達を支えるエストロジェンや、子
宮の収縮性を抑えるプロジェステロンの分泌が知
られている[1、17]。近年、ウマを含む数種類の動物
において、アクチビンというホルモンが注目され
るようになってきた[2、9、11]。
　アクチビンとはトランスフォーミング増殖因子

（TGF）-βファミリーに属する糖タンパク質ホルモ
ンであり、2つのβサブユニットが結合して構成
され、主にアクチビンA（βA+βA）、アクチビンAB

（βA+βB）、およびアクチビンB（βB+βB）の3種
類に分類される[7、12]。ヒトにおいて、胚および子
宮胎盤組織から産生分泌されたアクチビンAは、
着床準備、胚および胎盤の発達、子宮の免疫反応の
調整などの妊娠維持に重要な作用を、オートクラ
イン/パラクライン様式にて担っている[8、9、11、

19]。
　アクチビン受容体（Activin Receptor：ActR）は、
細胞膜貫通型のセリン‐スレオニンキナーゼ活性
型の受容体で、主にActR IA、IB、IIA、IIBの4種類が
知られている[7、18、23]。アクチビンはまずII型受
容体に結合し、I型受容体を動員する。続いて、I型
受容体をリン酸化して活性型とし、細胞内シグナ
ルを伝達することでアクチビンの作用が発現され
る[7、18]。ウマの子宮胎盤組織において、アクチビ
ンAが産生分泌されている可能性が近年報告され
ているものの[2、25、26]、ActRに関する報告はな
されていない。
　ウマの繁殖において胚死滅および胎子喪失は非
常に大きな問題であり、これらを最小限に抑える
有効な方法の確立が望まれる。子宮胎盤機能を良
好に保つことは正常な妊娠を維持するためには必
要不可欠であることから、妊娠期の子宮胎盤機能

に関係するアクチビンの作用部位を解明すること
は臨床繁殖上、有用な研究と考えられる。本研究で
は子宮胎盤組織で重要な役割を担っているアクチ
ビンに注目し、ウマの子宮胎盤組織および子宮平
滑筋におけるActRの局在性を、免疫組織化学的手
法を用いて探索することを目的とした。

材料及び方法
動物：
　研究には北海道の日本中央競馬会（JRA）日高育
成牧場にて飼養されていた7頭の妊娠したサラブ
レッドを用いた（9‐20才、平均±標準偏差：
13.1±3.7才）。組織採取時の各馬の妊娠日数は
88、120、161、269、290、313、335日であった。な
お、最終交配日を妊娠0日と定義した。これらの馬
は健康体で安楽殺されたか、疝痛などの繁殖に関
係する疾患以外の理由により安楽殺された。安楽
殺はメデトミジン（5µg/kg）の静脈内投与後に、チ
オペンタールナトリウムおよび塩化スキサメトニ
ウムの混合物を過剰投与して実施した。子宮平滑
筋を含む子宮胎盤組織を即座に採取し、4%パラホ
ルムアルデヒドを用いて固定後、エタノールにて
脱水し、パラフィンに包埋した。本研究における安
楽殺および組織採取を含む研究計画は、JRA日高
育成牧場動物倫理委員会にて承認された。

免疫化学組織学的染色：
　包埋された組織を4µmに薄切し、スライドガラ
ス（MAS-GP type A、S9904、松浪硝子工業株式会
社、大阪、日本）上に乗せてプレパラートを作製し
た。免疫組織化学的染色はImmPRESS Reagent Kit

（Vector® Antigen Unmasking Solution H-3300, 
Vector Laboratories, Inc., CA, U.S.A.）を用いて実施
した。キシレンおよびエタノールを用いて脱パラ
フィン、再水和後、内因性ペルオキシダーゼを
0.3%H2O2/メタノールと反応させて失活させた

（室温、30分）。抗原は1%クエン酸緩衝液（Vector® 
Antigen Unmasking Solution H-3300, Vector 
Laboratories, Inc.）に浸漬し、オートクレーブ処理
して抗原を賦活化させ、リン酸緩衝液（PBS；
0.01M、pH7.4）にて洗浄した。2.5%Normal Horse 
S e r um（ImmPRESS  R e agen t  K i t ,  V e c t o r  

Laboratories, Inc.）を用いてインキュベートして
ブロッキング処理した後（室温、30分）、PBSにて洗
浄した。その後一次抗体を0.5% TritonX-100/PBS

（PBS‒Triton）で希釈したものと反応させた（一晩、
4℃）。使用した一次抗体および希釈倍率は以下の
とおりである：抗ヒトActR IAヤギポリクローナル
抗体（1:320, ab115301, Vector Laboratories, 
Inc.）、抗ヒトActR IBウサギポリクローナル抗体

（1:480, ab64813, Vector Laboratories, Inc.）、抗
ヒトActR IIAマウスモノクローナル抗体（1:160, 
ab76940, Vector Laboratories, Inc.）、抗ヒトActR 
IIBウサギモノクローナル抗体（1:320, ab134082, 
Vector Laboratories, Inc.）。翌日、PBSにて洗浄後、
それぞれの一次抗体の免疫動物に応じて、以下の
二次抗体と反応させた（室温、30分）；抗ヤギIg 

（ImmPRESS Reagent Kit peroxidase, MP-7405, 
Vector Laboratories, Inc.）、抗ウサギIg（ImmPRESS 
Reagent Kit  peroxidase,  MP-7401, Vector 
Laboratories,  Inc.）、抗マウスIg（ImmPRESS 
Reagent Kit  peroxidase,  MP-7402, Vector 
Laboratories, Inc.）。PBSにて洗浄後、NovaRED

（SK-4800, Vector Laboratories, Inc.）を用いて顕
微鏡下で反応させ、免疫部位を可視化した。再度
PBSにて洗浄後、Mayer’s hematoxylinを用いてカ
ウンター染色し、エタノールにて脱水、キシレンに
て透徹し、封入材（MGK-S、松浪硝子工業株式会社）
を用いて封入した。ネガティブコントロールには
一次抗体の代わりにPBS-Tritonを用いた。さらに、
各組織サンプルに対してヘマトキシリン-エオジ
ン染色（HE染色）を実施した。

結果
　免疫組織化学的手法により検索したActRの4種
類（ActR IA、IB、IIA、IIB）全てに対して、子宮内膜上
皮細胞、子宮腺上皮細胞、胎盤栄養膜細胞、および
子宮平滑筋における染色性が、妊娠88日から335
日にかけて確認された（図1、代表として妊娠88日
および335日を示している）。全てのサンプルにお
いて染色部位に違いは確認されず、染色の強さに
ついても顕著な違いは認められなかった。一次抗
体を用いないコントロールは染色されなかった

（図1）。

考察
　本研究では免疫組織化学的手法によって、妊娠
馬の子宮内膜上皮、子宮腺、胎盤栄養膜、および子
宮平滑筋においてActR IA、IB、IIA、IIBの染色性が
確認され、これらの組織に4種類のActRが発現し
ていることが示唆された。つまり、これらの組織で
アクチビンの胎盤形成、ステロイドホルモン産生
分泌などの作用が発揮されていると考えられた。
これはウマの生殖器におけるActRの発現について
の初めての報告である。
　ActRはヒツジ[10]やラット[5]の子宮内膜、子宮
腺、栄養膜外胚葉に発現している。これらに基づく
と、本研究で確認されたウマの子宮内膜上皮、子宮
腺、胎盤栄養膜におけるActRの発現は十分に考え
られる結果である。本研究におけるActRの発現パ
ターンには、妊娠88日から335日にかけて顕著な
違いは認められず、アクチビンの作用調整には
ActRの発現パターンよりもリガンドの濃度の方が
より重要であると推察された。
　ヒトでは子宮胎盤組織からアクチビンAが産生

される[8、9、15]。妊娠25日のウマでは子宮内膜管
腔上皮および子宮腺上皮におけるアクチビンβA
サブユニットの発現が報告されている[26]。本研
究ではActRが子宮腺上皮に確認されたことから、
子宮腺にて産生されたアクチビンAは、同部位の
ActRに結合し、先行研究[10]で考察されているよ
うな子宮腺の発達制御に関与していると推察され
た。
　本研究ではActRの発現が胎子および母体胎盤に
て確認され、ウマの胎盤組織においてアクチビン
AがActRに結合し、妊娠150日までにおこる胎盤形
成[21]などの重要な作用を担っていることが推測
された。この推測は、ウマの子宮胎盤組織における
アクチビンβAサブユニットのmRNAが、妊娠後期
よりも妊娠中期に多いことをNorthern b lot  
analysisによって明らかにした先行研究[25]から
も支持される。しかし、ウマの妊娠130日から312
日にかけて、アクチビンβA鎖は子宮腺上皮に局
在しており、胎盤微小葉や胎子栄養膜、母体子宮内
膜組織には発現しない[2、25]。つまり、先行研究で
考察されているように[2]、アクチビンAは子宮腺
から組織内を拡散して胎盤組織のActRに結合する
可能性が考えられた。
　アクチビンAはヒトの胎盤においてプロジェス
テロンやエストラジオールの産生分泌を刺激する
[11]。ウマの胎盤は妊娠100日頃までプロジェス
テロン、妊娠後半にはエストロジェンの供給源と
なる[1]。この期間はウマの子宮腺にアクチビンβ
A鎖が発現する時期と一致しており[2、25]、子宮腺
由来のアクチビンAが胎盤のActRに結合し、ウマ
のホルモン産生分泌を刺激していると推察され
た。
　ヒトの局所的なアクチビンA[4]およびラットの
血中アクチビンA[6]は子宮平滑筋を標的とし、収
縮性を抑制する[4]。本研究では妊娠期間を通して
子宮平滑筋に4種類のActRが発現していたことが
確認され、アクチビンが妊娠期間中に子宮平滑筋
に作用し、オキシトシンによって刺激される[14]
子宮平滑筋の収縮性調整に関与しているものと推
論された。アクチビンはウシの黄体化顆粒膜細胞
におけるオキシトシン産生を抑制する[22]。ウマ
において、オキシトシンンは子宮内膜から産生さ

れるが[1、3]、アクチビンによるオキシトシン産生
抑制機構が子宮胎盤組織にも存在している可能性
はある。このようにアクチビンは、子宮平滑筋への
直接的作用およびオキシトシン産生抑制という間
接的作用を介して、子宮平滑筋の収縮性を抑制し
ていると推察された。
　アクチビンは主に、局所的に産生されオートク
ライン/パラクライン様式によって作用を発現す
る[7]。しかし、妊娠後期のヒトにおいて、アクチビ
ンは内分泌因子としての生物学的活性を持つと考
えられている[11]。ウマにおいても同様に、アクチ
ビンAはオートクライン/パラクライン因子とし
てのみではなく、妊娠後期には内分泌因子として
活性を持ち、本研究にて確認された子宮胎盤組織
のActRに結合している可能性が考えられる。子宮
腺に加え、ヒト[20]、ブタ[24]、ヤギ[23]、ラット
[16]の卵巣はアクチビンAの産生源として知られ
る。しかし、ウマのActRの局在性、アクチビンの産
生源、アクチビンの作用の関係性を考察するには
不明な点が多い。本研究では免疫組織化学的染色
のみを実施しており、ActRおよびアクチビンAサ
ブユニットを標的としたPCRやELISAなど、他の手
法を用いた追加研究が、本研究結果およびアクチ
ビンの作用メカニズムを確証するためには必要不
可欠である。
　結論として、妊娠馬の子宮内膜上皮、子宮腺、胎
盤栄養膜、および子宮平滑筋にActRのIA、IB、IIA、
IIBの4種類が妊娠期間を通して発現していること
が明らかとなり、子宮胎盤組織においてアクチビ
ンが作用していることが推察された。ウマの胚死
滅、流産、早産の予防法確立のためにさらなる研究
が望まれる。
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背景
　ウマは約5500年前に家畜化された1といわれて

おり、現在では農耕や輸送といった従来の目的の
他にも、競馬や乗馬といったスポーツのみならず、
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で育成期の馬に対して長日処理を実施した結果、
性腺機能の早期賦活化や冬毛の脱毛を早め、さら
に筋肉量を増加させることが報告がされた[45、
50]。日本の馬生産や育成現場では、温暖な気候で
ある南国で育成された馬は、寒冷な気候である北
国で育成された馬よりも成長が早いことが一般的
に知られていた。Mizukamiら（2015）が宮崎と日
高における自然光下でのサラブレッド育成馬の成
長を比較した研究では、日高で育成された馬より
も宮崎で育成された馬の成長が早いことが報告さ
れている[45]。加えて、宮崎で育成した馬では、日
高で育成した馬に比べて、雄馬では精巣機能の早
期賦活化、雌馬では早期排卵が起こると報告され
た。
　本研究では、これまで明らかにされていない宮
崎で育成されるサラブレッド育成馬に対する長日
処理の効果を観察し、成長促進、性腺機能賦活化お
よび被毛変化について明らかにすることを目的と
した。結果は、日高で育成された育成馬と比較し、
併せて育成馬に対する長日処理の効果のメカニズ
ムを明らかにする目的で、内分泌学的変化を観察
した。

材料および方法
供試馬
　成長と性腺機能の評価に関する研究には、北海
道と青森県で生まれた48頭のサラブレッド種を
用いた。実験に際しては、2群に分けて、24頭（雄12
頭、雌12頭）を温暖な気候のJRA宮崎育成牧場

（31°90’Ｎ, 139°42’E）、残りの24頭（雄12頭、雌
12頭）を寒冷な気候のJRA日高育成牧場（42°17’
Ｎ, 142°72’E）で1歳の8月下旬から2歳の4月ま
で飼育した。実験開始時、供試馬は19ヶ月齢～
22ヶ月齢であった。

長日処理
　馬房（3.6 x 3.6m）の天井に100ワットの白色電
球を設置し、明期14.5時間、暗期9.5時間の照明条
件を人工的に作出した。照明の強さは、馬の顔の位
置で約100ルックスとした。長日処理は、1歳の12
月20日から2歳4月10日までの4ヶ月間、宮崎育成
牧場の12頭（雄6頭、雌6頭）と日高育成牧場の12

頭（雄6頭、雌6頭）に実施した。残りの宮崎育成牧
場の12頭（雄6頭、雌6頭）と日高育成牧場の12頭

（雄6頭、雌6頭）は対照群として自然光下で飼育し
た。

被毛の評価
　被毛の評価に関する研究には、宮崎育成牧場（長
日処理群の雄12頭、雌49頭と、対照群の雄12頭、
雌12頭）と日高育成牧場（長日処理群の雄48頭、雌
49頭と、対照群の雄12頭、雌12頭）で飼育された
計206頭を用いた。

採血
　1歳の11月から2歳の4月まで、9時から12時ま
での間に月1回頸静脈からヘパリン加採血管を用
いて約10mL採血した。血漿は測定まで-20℃で保
存した。

成長の指標
　成長の指標として、体重（Weight）、体高（Height）、
胸囲（Girth）および管囲（Cannon）を1歳の12月か
ら2歳の4月まで1ヶ月に1回測定した。成長を比較
する目的で、4種類の指標の増加率（4月の値/12月
の値x100）を算出した。

被毛の評価
　被毛の評価は2歳の3月に行い、3名の評価者が
全ての馬を長日処理の有無を知ることなく無作為
に評価した。“良い”を3点、“普通”を2点、“悪い”を1
点とする3点法で採点し、平均点を算出して両群
を比較した。

ホルモンの測定
　プロラクチン、黄体形成ホルモン（LH）および 卵
胞刺激ホルモン（FSH）は、馬用二抗体法ラジオイ
ムノアッセイによって測定した[17]。プロラクチ
ンの測定には、第一抗体として抗馬プロラクチン
血清（AFP-261987）、標識用および標準ホルモン
として精製馬プロラクチン（AFP-8794B）を用い
た。LH の測定には、第一抗体として抗馬LH血清

（AFP-2405080）、標識用および標準ホルモンとし
て精製馬LH (AFP-50130A)を用いた。FSH の測定

には、第一抗体として抗馬FSH血清（AFP-2062096）、
標識用および標準ホルモンとして精製馬FSH 
(AFP-5022B) を用いた。測定内および測定間変動
は、プロラクチンが7.1% と 9.8%、LHが 12.6% と
15.1%、FSHが 4.9% と 12.2% であった。
　インスリン様成長因子1（IGF-1） は、ヒト用二抗
体法ラジオイムノアッセイによって測定した
[14 ]。第一抗体には、抗ヒトIGF - 1血清(AP  
4892898)、標識用および標準ホルモンとして精製
ヒトIGF-1 (Lot#090701) を用いた。測定内および
測定間変動は、2.7% と14.8%であった。
　プロジェステロン、テストステロンとエストラ
ジオール-17β は、ヨード125で標識したホルモ
ンを用いた二抗体法ラジオイムノアッセイによっ
て測定した[57]。第一抗体としては、抗プロジェス
テロン血清（GDN 337）[26]、 抗テストステロン血
清（GDN 250）[25]、抗エストラジオール-17β 血
清（GDN 244）[41]を用いた。測定内および測定間
変動は、プロジェステロンが 7.3% と14.3% テス
トステロンが 6.3% と7.2% およびエストラジ
オール-17βが 6.7% と17.8% であった。

初回排卵日の決定
　血中プロジェステロン濃度が初めて1ng/mL以
上の値を示した日の1週間前の日を、初回排卵日
と判断した[44、46]。

統計処理
　血中ホルモン濃度は、平均値± 標準誤差 (SEM)
で示した。2点間の比較には、F-test の後Student’s  
t-testを用いた。分散が均一でない場合にはWelch
のt-testを用いた。ホルモン濃度の比較には、二元
配置の分散分析の後post-hoc テスト（Bonferroni 
post test）を用いた。P < 0.05 で統計的に有意と判
定した。

結果
宮崎育成牧場で飼育した雄育成馬
　4つの成長指標の増加率を、Fig.1aに示した。体
重（Weight）、体高（Height）、胸囲（Girth）および管
囲（Cannon）のいずれの増加率も、長日処理群と対
照群の間で有意差は認められなかった。長日処理

群と対照群の1歳11月から2歳4月におけるプロラ
クチン、LH、FSH、IGF-1、テストステロンおよびエ
ストラジオール-17βの血中濃度の変化を、Fig.2
に示した。血中プロラクチン濃度は、長日処理群で
は12月から上昇を開始し、2月に急上昇した。血中
プロラクチン濃度は、12月から4月まで長日処理
群が対照群と比較して有意な高値を示した

（Fig.2a）。血中LH濃度は、長日処理群では、11月か
ら4月まで基底値（0.16～0.54ng/mL）のままで推
移した。対照群では、1月以降上昇したが両群間に
有意差は認められなかった(Fig.2b)。血中FSH

（Fig.2c）及びテストステロン濃度（Fig.2e）は、4月
には長日処理群が対照群と比べて有意な低値を示
したが、他の月では両群間に有意差は認められな
かった。血中IGF-1濃度は、11月から4月まで、対照
群が高い傾向を示したが、両群間に有意差は認め
られなかった（Fig.2d）。血中エストラジオール-17
β 濃度は、1月から4月まで対照群が高い傾向を示
したが、両群間に有意差は認められなかった

（Fig.2f）。

宮崎育成牧場で飼育した雌育成馬
　4つの成長指標の増加率を、Fig.1bに示した。体
重と管囲の増加率は、長日処理群が対照群よりも
有意な高値を示した。結果はFig.には示していない
が、2月では、4項目（体重、体高、胸囲、管囲）の全て
において長日処理群が対照群より有意な高値を示
した。長日処理群と対照群の1歳11月から2歳4月
におけるプロラクチン、LH、FSH、IGF-1、プロジェ
ステロンおよびエストラジオール-17βの 血中濃
度の変化を、Fig.3に示した。血中プロラクチン濃
度は、1月と2月には長日処理群が対照群と比較し
て有意に高い値を示したが、4月には対照群の方
が有意に高い値を示した（Fig.3a）。血中LH濃度は、
対照群では4月まで基低値で推移したが、長日処
理群では1月から上昇が認められた。2月以降は長
日処理群が高い値を示したが、個体差が大きく両
群間に有意差は認められなかった（Fig.3b）。血中
FSH濃度は、3月と4月に長日処理群が対照群より
有意に高い値を示した（Fig.3c）。血中IGF-1濃度は、

両群間で有意差は認められなかった（Fig.3d）。血
中プロジェステロン濃度は、両群とも11月から1
月まで基低値を示したが、対照群が長日処理群よ
りも有意に高い値を示した。2月には、長日処理群
の数頭で血中プロジェステロン濃度が上昇し、3
月と4月にも高値を示したが、対照群は4月まで基
底値のままであった。2月以降、長日処理群の血中
プロジェステロン濃度が対照群よりも明らかな高
値を示したが、個体差が大きく有意差は認められ
なかった(Fig.3e、Fig.4ab)。血中エストラジオール
-17β 濃度は、対照群では2月から上昇を示した
が、長日処理群では1月には高値を示し、4月まで
高値を維持した。11月、1月と2月には、長日処理群
が対照群よりも有意な高値を示した（Fig.3f）。初回
排卵の時期については、Fig.4に示した個体ごとの
血中プロジェステロン濃度の変化によって推定し
た。対照群では6頭中2頭（33.3％）のみが4月以前
に排卵したが（Fig.4a）、長日処理群では6頭中5頭

（83.3％）が排卵した（Fig.4b）。

日高育成牧場で飼育した雄育成馬
　4つの成長指標の増加率を、Fig.5aに示した。長
日処理群における体重と体高の増加率が、対照群

よりも有意に高い値を示した（Fig.5a）。
　長日処理群と対照群におけるプロラクチン、
LH、FSH、IGF-1、テストステロン、エストラジオー
ル-17βの 血中濃度の1歳9月から2歳4月までの
変化をFig.6に示した。血中プロラクチン濃度は、
対照群では2月から4月の間に上昇したが、長日処
理群は1月から上昇し始め4月まで高値を示した。
1月と2月には長日処理群が対照群と比較して有
意な高値を示した(Fig.6a)。血中LH濃度は、対照群
では4月まで低値で推移したが、長日処理群では1
月から4月にかけて上昇が認められた。しかし、両
群間に有意差は認められなかった(Fig.6b)。血中
FSHおよびIGF-1濃度は、長日処理群で高い傾向を
示したが、両群間で有意差は認められなかった
(Fig.6c、6d)。血中テストステロン濃度は、対照群で
は3月から上昇したが、長日処理群では1月から急
激に上昇して4月まで高値を維持した。しかし、個

体差が大きいため、両群間に有意差は認められな
かった（Fig.6e）。血中エストラジオール-17β 濃度
は、対照群では2月から4月にかけて緩やかに上昇
したが、長日処理群では1月から上昇し始め、3月
には対照群と比較して有意な高値を示した

（Fig.6f）。

日高育成牧場で飼育した雌育成馬
　4つの成長指標の増加率を、Fig.5bに示した。長
日処理群では、体高の増加率が対照群よりも有意
に高い値を示した（Fig.5b）。長日処理群と対照群
のプロラクチン、LH、FSH、IGF-1、プロジェステロ
ン、エストラジオール-17βの血中濃度の1歳9月
から2歳4月までの変化を、Fig.7に示した。血中プ
ロラクチン濃度は、対照群では3月から緩やかに
上昇したが、長日処理群では1月から上昇し、4月
まで高値を維持した。1月と2月には、対照群と比
較して有意な高値を示した（Fig.7a）。血中LH濃度
は、対照群では4月から上昇したが、長日処理群で
は2月から上昇が認められた。長日処理群におけ
る個体差が大きいため、両群間に有意差は認めら
れなかった（Fig.7b）。血中FSH濃度は、両群とも12

月からわずかに上昇したが、対照群では4月まで
低値を維持した。長日処理群は2月から再び上昇
し、3月には対照群と比較して有意な高値を示し
た(Fig.7c)。血中IGF-1濃度は、両群間で有意差は認
められなかった(Fig.7d)。血中プロジェステロン濃
度は、対照群では4月から上昇する傾向を示した
が、長日処理群では2月から上昇した。しかし、長
日処理群における個体差が大きいため、両群間に
有意差は認められなかった(Fig.7e)。血中エストラ
ジオール-17β 濃度は、対照群では3月から上昇し
たが、長日処理群では1月から上昇し、4月まで高
値を維持した。両群間に有意差は認められなかっ
た（Fig.7f）。初回排卵の時期については、Fig.8に示
した個体ごとの血中プロジェステロン濃度の変化
によって推定した。対照群では6頭中2頭（33.3％）
が4月以前に排卵したが、長日処理群では2月から
排卵し、6頭全頭（100％）が4月以前に排卵した

（Fig.8）。

被毛の変化
　2歳の3月(長日処理法実施後3ヶ月)に撮影した
両群の代表的な写真をFig.9に示した。
　また、各群の被毛の評価点の平均値を、Fig.10に
示した。宮崎（雄Fig.9A；雌Fig .9C）と日高（雄
Fig.9E；雌Fig.9G）における対照群では、冬毛が残っ
ていたが、長日処理群の雄（宮崎Fig .9B；日高
Fig.9F）と雌（宮崎Fig.9D；日高Fig.9H）では冬毛の
脱毛が進んでいた。被毛の評価点は、日高の雄

（Fig.10A）と雌（Fig.10B）、宮崎の雄（Fig.10C）と雌
（Fig.10D）において、長日処理群が対照群と比較し
て有意な高値を示した。

考察
　本研究では、宮崎で育成したサラブレッド育成
馬に初めて長日処理を実施し、成長、内分泌機能、
性腺機能および被毛の変化を日高で育成した馬と

比較した。本研究の結果から、日本の南に位置する
温暖な気候の宮崎と、北に位置する寒冷な気候の
日高で育成した馬に対する長日処理の効果の違い
が明らかとなった。長日処理による成長促進と性
腺機能の促進効果は、日高で育成した馬では、雌雄
馬共に認められた。しかし、宮崎で育成した馬で
は、雌では長日処理による成長促進と性腺機能の
促進効果が認められたが、雄には長日処理の明ら
かな効果は認められなかった。
　成長促進効果については、日高においては、長日
処理群が自然光下で育成した対照群よりも、雄で
は体重と体高、雌では体高が増加した。宮崎におい
ては、雌では体重と管囲が対照群と比べて長日処
理群で増加した。さらに、宮崎で育成した雌の2月
における増加率は、4項目（体重、体高、胸囲、管囲）
全てにおいて、対照群と比べて長日処理群で増加
した。しかし、雄馬では、いずれの成長項目でも長
日処理の効果は認められなかった。
　性腺機能促進効果については、長日処理は日高
で育成した雌雄馬および宮崎で育成した雌馬の性
腺機能を促進することが明らかとなった。雄馬で

は精巣からのホルモン分泌量の増加が認められ、
雌馬では初回排卵の早期化が起こった。本研究の
結果から、長日処理は繁殖雌馬と同様に育成馬に
対しても性腺機能の促進効果を持つことが明らか
となった[7、23、53]。しかし、宮崎で育成した雄馬
では、成長および性腺機能に対する長日処理の効
果は認められなかった。その理由は、現時点では明
らかではない。
　日高と宮崎において、自然光下で育成した雌雄
サラブレッドの成長を比較した我々の過去の研究
から、雌雄ともに宮崎で育成した馬が日高で育成
した馬より成長が促進される事実が明らかになっ
た[45]。動物の成長速度には限界があるため、宮崎
で育成した雄馬は自然光下で、既に限界に近いス
ピードで成長を遂げていることから、長日処理を
実施しても体重、体高、胸囲、管囲のさらなる成長
促進は認められなかった可能性が示唆された。宮
崎で育成した雄馬における長日処理の効果につい
ては、さらなる研究が必要である。しかし、プロラ
クチン分泌量は、宮崎で育成した雄馬でも明らか
に増加した。この事実は、宮崎と日高で育成した馬
に対して、増加したプロラクチンが何らかの生理
学的作用を有していることを示す結果である。本
研究において被毛の変化を観察した結果から、日
高で育成した雌雄馬と同様に、宮崎で育成した雌
雄馬でも長日処理により冬毛の脱毛が進んでいる
ことが明らかとなった。
　内分泌の変化に関しては、長日処理でプロラク
チン分泌の時期が早まり、分泌量も増加すること
が宮崎と日高のいずれの地域で育成した雌雄馬共
に誘導される事実が明らかとなった。日高で育成
した馬における長日処理の効果は、過去の研究と
同様であった[42,50]。プロラクチン分泌は、多く
の動物で日照時間に比例して増加し、様々な生理
作 用 を 発 揮 す る 事 実 が 報 告 さ れ て い る
[5,6,12,16,17,24,27]。プロラクチンの生理作用と
しては、冬毛の換毛と営巣行動の促進が報告され
ている[18-20,58,59]。プロラクチンのレセプター
は、骨端の成長板に発現しており、プロラクチンは
授乳中のラットの脛骨を伸長させることが報告さ
れている[54]。また、プロラクチンは腸からのカル
シウム吸収を促進させることが報告されている

[9,10,55]。さらに、プロラクチンは、副腎からの糖
質コルチコイドの分泌を促進し[32-36]、免疫機能
を増強させて胃潰瘍を予防する[2]などの作用が
あることから、近年ではアンチストレスホルモン
として注目を浴びている[56]。
　プロラクチンの性腺機能に関しては、プロラク
チンは、馬の卵巣機能に対して全身的および局所
的な作用で卵巣機能に重要な生理学的役割を果た
していることが報告されている[37、38、51]。ま
た、プロラクチンとドーパミンのレセプターが、馬
の卵巣組織に存在することが報告されている

「37-39」。さらに、プロラクチンは、プロラクチン
自身のレセプター数を増加させ、ミンクの黄体細
胞のLHレセプター数を増加させる作用が報告さ
れている[21]。プロラクチンは、雄の生殖にも重要
なホルモンであり、多くの動物において、ステロイ
ドホルモンの生合成、生殖子形成、性行動などにお
ける作用が報告されている[3]。雄馬および去勢馬
で、長日期に血中プロラクチン濃度が上昇するこ
とが報告されている[16]。ヒト、クマおよびシカの
精巣や副生殖腺でプロラクチンレセプターの発現
が報告されている[28-31]。クマやゴールデンハム
スターでは、繁殖期に精巣のプロラクチンレセプ
ター数が増加することが報告されている[4、30、
40]。これらの事実は、プロラクチンが動物の生殖
腺や副生殖腺に重要な生理作用を有している事を
示していると解釈されている。
　IGF-1は、成長ホルモンにより分泌が促進され、
身体の成長を促すホルモンである。主に肝臓から
分泌される[15]。IGF-1は、体内での半減期が長く
日内変動がないので、成長に関する内分泌状態を
調べる良い指標である[8]。馬の精巣にIGF-1と
IGF-1レセプの局在が認められることが報告され
ているが[60]、本研究では、長日処理によって、宮
崎と日高のいずれで育成された馬においても
IGF-1の血中濃度に有意な変化は認められなかっ
た。
　本研究において、長日処理は、日高で育成した雌
雄馬および宮崎で育成した雌馬で、下垂体からの
2つの性腺刺激ホルモン（LHとFSH）の分泌を促進
させることが明らかとなった。その結果として、日
高で育成した雄馬では、長日処理によって精巣か

らのテストステロンとエストラジオール-17βの
分泌量が増加した。また、日高と宮崎で育成した雌
馬では、卵巣からのエストラジオール-17βとプロ
ジェステロン分泌が増加した。
　雌馬では、エストラジオール-17βは成熟卵胞か
ら分泌され、プロジェステロンは黄体から分泌さ
れる[44,46]。本研究では、長日処理によって雌馬
の下垂体からLHとFSH分泌が促進され、このLHと
FSHによって卵巣では卵胞の成熟が促進して、そ
の結果として排卵時期が早まったと解釈された。
また、雄馬では、分泌が増加したLHとFSHによって
精巣のライディッヒ細胞とセルトリ細胞からテス
トステロンとエストラジオール-17βの分泌が刺
激され、結果として精子形成が促進されたと解釈
された。本研究におけるホルモン測定の結果に基
づくと、下垂体からの性腺刺激ホルモンの分泌は、
雌雄ともに長日処理開始後約1ヶ月の1月後半か
ら増加した。この結果から、視床下部－下垂体軸に
対する長日処理の効果が発揮されるまでに約1ヶ
月が必要であることが明らかとなった。自然光下
で育成されている多くの雌馬では、発情と排卵は
2歳の4月以降に起こる。したがって、本研究にお
いて、1歳の12月から行った長日処理は、繁殖雌馬
と同様に育成馬においても、約2ヶ月早く排卵を
誘発することが明らかとなった。
　雄馬においては、精巣のライディッヒ細胞がテ
ストステロンだけでなく大量のエストラジオール
-17βを分泌することが報告されている[47-49]。
テストステロンは、雄馬の副生殖腺の成長を促し、
精子形成を刺激する。また、テストステロンは、脂
肪異化を促しトリグリセリドの蓄積を阻害する。
結果的に、体脂肪の蓄積を減少させる[1]。テスト
ステロンは、蛋白質同化作用を持っており、筋肉量
を増加させる[22]。さらに、骨に直接作用してエス
トラジオール-17βへと変換され、骨形成を促す
[11,44,52]。エストラジオール-17βは、雌馬の成
熟卵胞の顆粒層細胞から分泌される[44,46]。エス
トラジオール-17βは、発情を誘起し、子宮内膜の
成長、子宮腺の発達、および子宮と膣の粘液分泌を
促すことで受精･着床の準備を行うホルモンであ
る。また、エストラジオール-17βの骨への作用は、
骨成熟を促し骨密度の増加を促進することが知ら

れている。エストラジオール-17βは、脂肪代謝を
高め、体脂肪蓄積を減少させる[13]。
　本研究の結果を要約すると、日本で自然光の下
で飼育されたサラブレッド1歳馬の成長は、寒冷
な気候の日高と比べて温暖な気候の宮崎で育成す
る方が優れていることが明らかとなった[45]。し
かし、日高においても長日処理を実施して日照時
間を延長した環境で育成することにより、成長、性
成熟や冬毛の脱毛を促進することが可能である。
また、宮崎においても長日処理を実施することに
より、雌馬では、成長、性成熟や冬毛の脱毛を促進
することが可能であることが明らかになった。長
日処理を行った育成馬における、筋肉や脂肪、およ
び心肺機能への影響については、今後さらなる研
究が必要である。
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セラピーアニマルとしても活躍の幅を広げてい
る。このように活躍の幅を広げる中で、大型動物で
あるウマを扱うには常に危険が伴うにもかかわら
ず、ウマの扱いに長けていない人がウマと触れ合
うような場面が日常的になってくることが想定さ
れる。ウマとヒトがお互いのシグナルをどのよう
に認知し、コミュニケーションを図っているのか
を科学的な根拠をもとに知ることは、お互いによ
り良い関係を築き、人馬の安全を向上するうえで
大いに役に立つだろう。また、そのような研究から
得られた知見を活かしたトレーニングや調教はウ
マの福祉の向上にも役立つと考えられる2。しか
し、大型動物であるウマの行動制御が難しいこと
や、研究対象個体数を十分に確保するための複数
の実験場所で実験実施に伴う実験環境の統制の難
しさから、ウマの認知に関する科学的研究・調査は
不足しているのが現状である3。
　ただし、最近ではヒトとウマのコミュニケー
ションに関する研究が徐々に増えてきている。例
えば、ウマがヒトの表情の意味を理解しているか
どうかについては、Smith, Proops, Grounds, 
Wathan, & McComb（2016）が研究している。彼ら
は、ウマにヒトの表情の写真刺激を呈示し、ウマは
ヒトの笑顔と怒り顔を区別すること、また怒り顔
が呈示された際に心拍数が最高値に達する時間が
より短くなることを示した4。この結果は、ウマが
ヒトの怒り顔に対してより身構えて緊張すること
を示しており、ウマに別のウマの表情刺激を呈示
した際の結果5とも一致している。したがって、ウ
マ同士のコミュニケーションにおける表情からの
感情認知と同様のメカニズムがヒトとのコミュニ
ケーション時にも機能していることが推測されて
いる。
　一方で、通常のウマ同士のコミュニケーション
が行われる場面では、視覚だけでなく聴覚も重要
な役割を果たしている6。ウマは嘶き（いななき）と
いう特有の音声を持っている。嘶きにはネガティ
ブな感情やポジティブな感情が反映される7, 8こと
や、その異なる感情が反映された音声に対応した
反応をウマが示すことも明らかになっている9。こ
のことはウマ同士が音声によって感情情報をやり
とりする可能性を示唆している。

　また、ウマおける視聴覚の情報の統合について
の研究も行われている。Proops, McComb, & Reby

（2008）は、ウマに対して、群れの仲間の個体A（個
体A）が目の前を歩いていき、障壁の向こう側に隠
れる様子（視覚刺激）を見せた。その後、その障壁の
後ろに設置したスピーカーから、直前に障壁の後
ろに隠れるのを見せた個体Aまたは別の個体の音
声（聴覚刺激）を再生し、ウマの反応を測定した。そ
の結果、別の個体の音声が再生された際には、直前
に障壁の後ろに隠れるのを見た個体と同一個体の
音声が再生されたときに比べ、スピーカーの方を
注視している時間が有意に長くなり、スピーカー
の方を注視するまでの反応時間が有意に短くなる
ことがわかり、期待違反が生じたことが確認され
たのである10。このことから、ウマが同じ群れの同
種個体に対して視覚と聴覚をクロスモーダルに組
み合わせて個体識別を行うことが明らかになっ
た。また、Proops & McComb（2012）やLampe & 
Andre（2012）は、このウマにおける視覚と聴覚の
クロスモーダルな識別が、ウマに対してだけでは
なく、普段慣れ親しんでいるヒトに対してもなさ
れることを示している11, 12。したがって、ウマは日
常的に他者の識別に視聴覚の情報を組み合わせて
社会的なシグナルとして利用していることが考え
られる。
　以上の先行研究を踏まえると、ウマはヒトとの
コミュニケーションの中で感情に伴う表情や音声
を組み合わせて社会的なシグナルとして活用して
きた可能性が十分に考えられる。本研究では、期待
違反法を用いて、表情と音声の感情価の一致・不一
致、また、刺激となるヒトとの親密さの違いがウマ
の行動や心拍数に与える影響を調べることで、ウ
マにおけるクロスモーダルなヒトの感情認知につ
いて検討した。なお、期待違反法はもともとヒト乳
児の認知発達を調べるために考案された手法であ
る。まず実験対象の動物に、ある刺激 A（例：ヒトの
笑顔）を見せる。次に、その刺激から期待される刺
激 B（例：ヒトの褒める声）または期待に反する刺
激 C（例：ヒトの叱る声）を聞かせる。もし動物が刺
激 A（笑顔）から刺激 B（褒める声）を期待するなら
ば、刺激 C（叱る声）が聞こえてきた際に、その期待
が裏切られたことによって驚くことが予想され

る。この「えっ？」という違和感を捉える方法が、期
待違反法である。このような場合、期待違反から生
じる違和感から、期待通りの刺激 B（褒める声）よ
りも刺激 C（叱る声）に対する動物の注視が素早く
生じたり、長くなったりすると予測される。本研究
では、スクリーンにヒトの表情を呈示した後、スク
リーンの前にあるスピーカーからそのヒトの音声
を再生した。ウマが表情と音声をクロスモーダル
に関連付けてヒトの感情を認知できているなら
ば、表情と音声で異なる感情価の刺激を呈示した
際に期待違反が生じることとなる。したがって、表
情と音声の感情価が一致しているときよりも不一
致のときに、音声再生後にウマがスピーカーの方
を注視する時間が長くなり、スピーカーの方を注
視するまでの反応時間が短くなり、心拍数が音声
再生の直前に比べて上昇すると予測した。また上
述のように、親しい人の識別がクロスモーダルに
可能であるという先行研究の結果に加え、ウマは
親しい人とは感情を含んだコミュニケーションを
直接豊富にとっているため、親しい人の表情と声
の組み合わせを学習していると考えられる。した
がって、その組み合わせの連合が強く生じている
ので、普段よく接している親しい人（馬術部のウマ
の担当者）に対して期待違反がより大きく生じる
と予測した。

方法
参加個体
　東京大学馬術部のウマ（Equus caballus）9頭と東
京農工大学馬術部のウマ10頭の計19頭（セン馬が
18頭、牝馬が1頭、平均年齢14 ± 6.2歳）が実験に
参加した。

刺激
　刺激としては、各ウマの飼育・調教担当者（参加
個体の日常の手入れ、騎乗、接触回数が多い者；以
下担当者）と未知者（参加個体が会ったことのない
人）から表情（視覚刺激）と音声（聴覚刺激）をそれ
ぞれ収集した。未知者の性別は担当者の性別と対
応させた。担当者は男性が7名、女性が11名であっ
た。女性のうち1名は2頭担当馬がいたため、表情
は同一のものを使用し、音声は2頭分収集した。

表情（視覚刺激）
　表情はデジタルカメラ（A3300、SONY）を用い
て撮影した。ポジティブな刺激として笑顔を、ネガ
ティブな刺激として怒り顔を、正面から撮影した。
笑顔、怒り顔については、Ekman, Friesen, & Hager 
(1978)13に基づいてモデル（担当者と未知者）に表
出してもらい、撮影した。
　撮影した表情は、Adobe Photoshop Element 12
を用いて編集した。縦幅は頭頂部から顎、横幅は左
右の耳の幅となるようにトリミングした後、高さ
が1500pixelとなるようにサイズ変更した。編集後
の横幅は1000pixel程度となるようにトリミング
を調整した。また、背景は白で塗りつぶした。図1
は刺激となる表情の例を示している。
　表情はプロジェクター（V-1080 PlUSVision）を
用いてスクリーンに呈示した。スクリーンに呈示
した際の刺激サイズはA3サイズ（42 × 29.7 cm）
程度であった。これはSmith et al.（2016）4の研究
で使用されている刺激サイズを参考にした。

音声（聴覚刺激）
　 音 声 は S A N Y O リ ニ ア P C M レ コ ー ダ ー

（ICR-PS501RM）を用いてデジタル録音した。ポジ
ティブな刺激として褒める声（高めの声でやさし
く呼びかける声）を、ネガティブな刺激として叱る
声（低めの声で厳しく呼びかける声）を録音した。
どちらの刺激についても、ウマの普段の呼び名を
3回呼んでもらった。
　録音した音声はパーソナルコンピュータに出力

し、SoundEngine ver.5.21を用いて編集した。各刺
激は呼び名がそれぞれ1秒のブランクを挟んで3
回連続で再生されるように編集した。編集後の刺
激の長さは、ウマの呼び名の長さによって異なっ
たが、4秒から8秒程度であった。刺激はウマから
1.3mの距離にあったスピーカー（SoundLink 
Mobile II Leather BOSE）から再生した。スピー
カーから再生した音声の大きさは約67 ± 2.1dB
であった。

実験環境
　東京大学馬術部のウマは東京大学馬術部の厩舎
の空き馬房で、東京農工大学馬術部のウマは東京
農工大学馬術部の厩舎内の空スペースで実験をお
こなった。空き馬房・空スペースから実験とは関係
ない敷料などを取り除き、入口とは反対側の扉を
開けてビニール段ボールで仕切りを作った部屋を
実験スペースとした。
　図2は実験スペースの配置を示している。実験
スペースの大きさは、東京大学馬術では3.2 × 2.4 
× 3.7m、東京農工大学馬術部では3.0 × 3.0 × 
4.5 mであった。スクリーンは馬房から1.3mの場
所に配置し、その手前にスピーカーを設置した。実
験の様子は前方、後方、斜め前の3ヶ所からビデオ
カメラ（うち2台はHDC-TM25 Panasonic、残りの1
台はHDR-XR350 SONY）を用いて撮影した。

参加個体の準備
　ウマ用のベルトを用いて心拍計（M800  
POLAR）を参加個体に装着した後、心拍数が落ち
着くまで待機させた。受信機は参加個体の無口頭
絡（ハミのついていない頭絡。手入れ時などに用い
られる）の顎の裏に装着し、ウマの横に位置する実
験補助者が確認できるようにした。

手続き
　全体の手続きはLampe & Andre (2012)12を参考
にした。実験者と実験補助者は著者と実験補助の
馬術部員が担当した。実験者はパソコンを操作し、
実験補助者は参加個体を実験スペースに連れてい
き、試行の間参加個体の横に立っていた。
　まず、実験補助者が参加個体を実験スペースに
入れて、参加個体の顔をスクリーンの方へ向けた
後、安静時の心拍数（28 ~ 40 bpm）14になって5秒
程度安定するか、心拍数が10秒間変わらなくなる
まで待った。その後、実験補助者が心拍の記録を開
始し、試行を開始した。このとき、実験者は実験補
助者の合図に合わせて刺激呈示用のパーソナルコ
ンピュータ（SONY製）を操作して、以下の刺激呈示
を自動でおこなった。まず試行開始から15秒後に
スクリーンに表情を呈示した。表情を30秒間呈示
し、15秒間のブランクを挟んで音声を再生した。
音声の再生開始から15秒後までを区切りとし、こ
こまでを1試行とした。
　試行の間、実験者は正面のビデオカメラで、参加
個体および実験補助者に危険が生じていないこと
を確認した。また、実験補助者は曳き手を持ったま
ま参加個体の横に立ち、スクリーンに呈示される
表情をウマに確実に見せるために表情が呈示され
るまではウマがスクリーンの方を向くように曳き
手を操作した。表情の呈示が始まってから志向終
了の合図が実験者からあるまでは、実験補助者の
動作や視線がウマに影響するのを防ぐため、実験
補助者は下を向き、曳き手の操作を一切しなかっ
た。なお、ウマが自由に行動できるように、曳き手
を緩く持っていた。

実験デザイン
　感情価の一致性（一致・不一致）、親密性（担当者・

未知者）、表情の感情価（笑顔・怒り顔）の3要因被
験者内計画であった。なお、呈示した表情の感情価
がウマの行動・生理指標に影響する4ことも予測さ
れたため、表情の感情価も要因の1つに設定した。
したがって、参加個体は2×2×2の合計8条件につ
いて、1試行ずつの実験を受けたのである。
　実験は、1個体に対し1日に1条件1試行のみ実施
した。条件の実施順と条件そのものの効果を独立
に検討するために、条件の実施順序は参加個体間
でカウンターバランスをとった。また、馴化を防ぐ
ために、最低2日以上試行間間隔をとった。

分析
行動指標
　撮影した動画はコンピュータに出力し、
CyberLink PowerDirector 14（64bit）を利用して解
析をおこなった。30分の1秒を1フレームとし、音
声の再生開始から試行終了までの間にスピーカー
の方を注視していた時間（以下、「注視時間」と表
記）および音声の再生開始からスピーカーの方を
注視するまでの反応時間をコーディングした。音
声の再生開始から試行終了までは15秒であった
ため、注視時間や反応時間の最大値は450フレー
ムであった。つまり、音声再生から15秒間反応が
なかった場合は、注視時間を0フレーム、反応時間
を450フレームとしたということである。
　注視の定義はスクリーン正面から撮影したビデ
オ映像の中で「ウマが正面から左右45度以内（合
計90度）で前を向いている状態が120ミリ秒以上
継続していること」12とした。また、左右45度の判
別は「ウマの眼球が消えて、眼窩の弯曲だけが見え
て、同じ側の鼻孔が見えなくなったとき」12とし
た。また、音声開始の段階でウマが注視している場
合は、瞬きをした瞬間を注視の開始とした12。な
お、瞬きは哺乳類において注意を切り替える際に
生じると考えられている15。
　コーディングの信頼性を確認するために、実験
目的を知らない評定者1名が全152試行中27試行
のビデオを全く同様に分析した。Pearsonの相関係
数は、反応時間についてr = .929（p < .001）、注視
時間についてr = .943（p < .001）と十分に高く、ビ
デオ解析の信頼性は十分であった。なお、行動指標

の解析に先立って表情の注視時間を同様に解析
し、参加個体が表情を全く注視しなかった試行の
データは欠損値として処理した。

生理指標
　心拍データはパーソナルコンピュータに出力
し、心拍計付属の解析ソフト（POLAR FLOW）を用
いて1秒ごとの心拍数のデータを抽出した。音声
再生開始直後15秒間の平均値から音声再生直前
15秒間の平均値を引いた差分のデータを各条件・
各個体について比較した。

統計分析
　IBM SPSS Statistics 24を使用して分析をおこ
なった。すべての指標について線形混合モデル

（LMM）を用いて、AICが最小になるベストモデル
を選択した。
　なお、反応時間のデータには分布に偏りが見ら
れたため、対数変換をしたうえで分析をおこなっ
た。また、外れ値（各条件の個体間平均値から標準
偏差の2倍以上乖離した値）のデータは分析から
除外し、欠損値として扱った。

結果
　図3はウマのスピーカーへの注視時間の結果を
示している。固定効果として親密性・感情価の一致
性・表情の感情価およびすべての交互作用を選択
し、変量効果として参加個体・実験場所・実験補助
者を選択したモデルがベストモデル（AIC  =  
1649.093）であった。その結果、感情価の一致性と
親密性の交互作用が有意であった（F(1, 128) = 
9.870, p = .002）。Sidakの補正を用いて多重比較
をおこなったところ、担当者条件においてのみ、ウ
マは一致条件でよりも不一致条件で有意に長くス
ピーカーの方を注視した（t(128) = 3.878,  p 
< .001）。また、一致条件においてのみ、担当者条件
でよりも未知者条件で有意に長くスピーカーの方
を注視した（t(128) = 1.990, p = .049）。加えて、親
密性と表情の感情価の交互作用が有意であった（F
(1, 128) = 8.423, p < .004）。Sidakの補正を用いて
多重比較をおこなったところ、怒り顔条件におい
てのみ、ウマは担当者条件でよりも未知者条件よ

りも有意に長くスピーカーの方を注視した（t
(128) = 3.359, p = .001）。また、未知者条件におい
てのみ、ウマは笑顔条件でよりも怒り顔条件で有
意に長くスピーカーの方を注視した（t(128) = 
4.600, p < .001）。

　図4はウマがスピーカーの方を注視するまでの
反応時間の結果を示している。固定効果として親
密性・感情価の一致性・表情の感情価およびすべて
の交互作用を選択し、変量効果として参加個体・実
験場所・実験補助者を選択したモデルがベストモ
デル（AIC = 449.384）であった。その結果、感情価
の一致性の主効果が有意（F(1, 121) = 9.329 , p 
= .003）で、ウマは一致条件でよりも不一致条件で
有意に素早くスピーカーの方を注視した。また、親
密性の主効果が有意で（F(1, 121) = 6.310 , p 
= .013）、ウマは担当者条件でよりも未知者条件で
有意に素早くスピーカーの方を注視した。

　図5は音声再生前後のウマの平均心拍数の差を
示している。固定効果として親密性・感情価の一致
性・表情の感情価およびすべての交互作用を選択
し、変量効果として参加個体・実験場所・実験補助

者を選択したモデルがベストモデル（AIC  =  
480.923）であった。その結果、感情価の一致性と
表情の感情価の交互作用が有意であった（F(1, 
120) = 6.919 , p = .010）。Sidakの補正を用いて多
重比較をおこなったところ、怒り顔条件において
のみ、一致条件でよりも不一致条件で平均心拍数
の差が大きくなった（t(120) = 2.900, p = .004）。
また、不一致条件においてのみ、笑顔条件でよりも
怒り顔条件で平均心拍数の差が大きくなった（t
(120) = 3.310, p = .001）。

考察
　本研究では、期待違反法を用いて、表情と音声の
感情価の一致性、また、刺激となるヒトへの親密性
の違いがウマの行動や生理指標に与える影響を調
べることで、ウマにおけるクロスモーダルなヒト
の感情認知について検討した。ウマが表情と音声
のクロスモーダルをクロスモーダルに関連づけて
認知できているならば、異なる情動価の表情と音
声を呈示した際に期待違反が生じ、一致条件でよ
りも不一致条件でウマがスピーカーの方を注視し
ている時間が長くなり、スピーカーの方を注視す
るまでの反応時間が短くなり、音声再生前に比べ
て再生後に心拍数上昇すると予測した。また、その
期待違反がウマと親密な担当者条件において顕著
に見られるだろうと予測した。
　行動指標の分析の結果、スピーカーへの注視時
間については、担当者条件においてのみ、ウマが一
致条件でよりも不一致条件で有意に長くスピー
カーの方を注視するという結果が得られた。この
結果は担当者条件においてのみ期待違反が生じた
ことを示唆しており、感情価の一致性・親密性の両

方について仮説を支持している。また、スピーカー
の方を注視するまでの反応時間については、親密
性に関わらず、ウマは一致条件でよりも不一致条
件で有意に素早くスピーカーの方を注視するとい
う結果が得られた。この結果も期待違反が生じた
ことを示唆しており、感情価の一致性についての
仮説を支持している。以上の行動指標に関する結
果は、ウマがヒトの表情と声を関連づけて感情を
認知していることを示唆している。つまり、一連の
結果は、ウマが視覚と聴覚を組み合わせたクロス
モーダルなウマ・ヒトの個体識別をすることが可
能であるとする先行研究10-12の結果を、ヒトの感情
認知についても拡張するものである。
　生理指標の結果については、怒り顔条件におい
てのみ、ウマの平均心拍数が一致条件でよりも不
一致条件で有意に上昇した。心拍数の上昇は覚醒
度の高まりを意味している16,17ことから、ウマにお
いては、ヒトの怒り顔を見てやや緊張していた後
に褒める声を聞くと覚醒度が高まった、というこ
とになる。つまり、怒り顔を見た後にその感情とは
一致しない褒める声を聴いたことでウマに期待違
反が生じたと考えられる。一方で、笑顔条件ではウ
マが笑顔を見てリラックスし、覚醒度が下がって
いた16ため、その状況で叱る声を聞いても心拍数
に影響するほど覚醒度は上昇しなかったと考えら
れる。これらの結果は期待違反が心拍数に部分的
に影響することを示唆している。しかし、本研究に
おいては、平均心拍数が試行の開始から音声の再
生まで緩やかに低下し続けていた。このことは、実
験スペースに移動してきてから実験開始までに十
分にウマの心拍数が下がりきっていなかったこと
を示している。ウマはヒトの注意の状態に敏感18,19

であり、ヒトの緊張はウマに伝染する20という報
告もあるため、実験中ウマの真横に立っていた実
験補助者の緊張が伝染した可能性が考えられる。
実際、実験開始直前までは実験補助者がウマの無
口頭絡につけられた心拍計に注目して心拍数が安
静時の値で安定するのを確認していたが、試行開
始と同時にその注目がなくなったため、試行開始
と同時にウマの心拍数が下がり始めた可能性が十
分にある。今後の研究では、ウマがヒトの注意状態
や心理状態に影響を受けないような手続きを考案

する必要があるだろう。
　なお、ウマは、未知者条件においてのみ、笑顔条
件でよりも怒り顔条件で有意に長くスピーカーの
方を注視した。また怒り顔条件においてのみ、ウマ
は担当者条件でよりも未知者条件で有意に長くス
ピーカーの方を注視した。これらの結果は、未知者
においては表情の感情価の効果が強く出ているこ
とを示している。ウマは未知者であってもその怒
り顔を認識することはできる4ため、その怒り顔が
脅威として機能し、ウマの緊張を高め4、怒り顔条
件においては再生された音声に対して敏感に反応
し長く注視したのだと考えられる。加えて、ウマは
担当者条件でよりも未知者条件で有意に素早くス
ピーカーの方を注視した。これは親密性に関する
仮説に反する結果である。ただし、ウマは双子や親
密な人とそうでない人の見分けがつくという報告
がある21,22 ことから、本研究においてもウマはや
はり担当者と未知者を区別していたと考えられ
る。したがって、反応時間の結果からも、ウマが担
当者よりも未知者により警戒し、注意を払ってい
た22ことが示唆される。
　以上をまとめると、本研究では、ウマが表情と音
声を関連づけてヒトの感情を認知することがわ
かった。またその認知が親密な担当者に対してだ
けでなく、未知者にも一般化されうることが明ら
かになった。これらの結果は、ウマはヒトとのパー
トナー関係を築く中で、表情や音声を社会的なシ
グナルとして理解し、それらを通じてお互いの感
情を認知してコミュニケーションを図ってきたこ
とを示唆している。今後、こうしたウマの認知能力
が遺伝的に備わった生得的なものなのか、それと
もヒトとのコミュニケーションによって学習され
るものなのか、またどのように発達するのかを検
討することで、伴侶動物であるウマとヒトとの絆
の形成について理解を深めていきたい3。
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緒論
　競走馬は、一定レベルまでの馬体の成長が望ま
れる。馬生産現場では、長日処理が繁殖季節を早

め、自然環境下より早く受胎させて出産時期を早
めることが可能なことから、繁殖雌馬に用いられ
ている。近年、日本中央競馬会（JRA）日高育成牧場

はじめに
　胎盤は妊娠中に発達する重要な内分泌器官であ
り[13]、胎子の発達を支えるエストロジェンや、子
宮の収縮性を抑えるプロジェステロンの分泌が知
られている[1、17]。近年、ウマを含む数種類の動物
において、アクチビンというホルモンが注目され
るようになってきた[2、9、11]。
　アクチビンとはトランスフォーミング増殖因子

（TGF）-βファミリーに属する糖タンパク質ホルモ
ンであり、2つのβサブユニットが結合して構成
され、主にアクチビンA（βA+βA）、アクチビンAB

（βA+βB）、およびアクチビンB（βB+βB）の3種
類に分類される[7、12]。ヒトにおいて、胚および子
宮胎盤組織から産生分泌されたアクチビンAは、
着床準備、胚および胎盤の発達、子宮の免疫反応の
調整などの妊娠維持に重要な作用を、オートクラ
イン/パラクライン様式にて担っている[8、9、11、

19]。
　アクチビン受容体（Activin Receptor：ActR）は、
細胞膜貫通型のセリン‐スレオニンキナーゼ活性
型の受容体で、主にActR IA、IB、IIA、IIBの4種類が
知られている[7、18、23]。アクチビンはまずII型受
容体に結合し、I型受容体を動員する。続いて、I型
受容体をリン酸化して活性型とし、細胞内シグナ
ルを伝達することでアクチビンの作用が発現され
る[7、18]。ウマの子宮胎盤組織において、アクチビ
ンAが産生分泌されている可能性が近年報告され
ているものの[2、25、26]、ActRに関する報告はな
されていない。
　ウマの繁殖において胚死滅および胎子喪失は非
常に大きな問題であり、これらを最小限に抑える
有効な方法の確立が望まれる。子宮胎盤機能を良
好に保つことは正常な妊娠を維持するためには必
要不可欠であることから、妊娠期の子宮胎盤機能

に関係するアクチビンの作用部位を解明すること
は臨床繁殖上、有用な研究と考えられる。本研究で
は子宮胎盤組織で重要な役割を担っているアクチ
ビンに注目し、ウマの子宮胎盤組織および子宮平
滑筋におけるActRの局在性を、免疫組織化学的手
法を用いて探索することを目的とした。

材料及び方法
動物：
　研究には北海道の日本中央競馬会（JRA）日高育
成牧場にて飼養されていた7頭の妊娠したサラブ
レッドを用いた（9‐20才、平均±標準偏差：
13.1±3.7才）。組織採取時の各馬の妊娠日数は
88、120、161、269、290、313、335日であった。な
お、最終交配日を妊娠0日と定義した。これらの馬
は健康体で安楽殺されたか、疝痛などの繁殖に関
係する疾患以外の理由により安楽殺された。安楽
殺はメデトミジン（5µg/kg）の静脈内投与後に、チ
オペンタールナトリウムおよび塩化スキサメトニ
ウムの混合物を過剰投与して実施した。子宮平滑
筋を含む子宮胎盤組織を即座に採取し、4%パラホ
ルムアルデヒドを用いて固定後、エタノールにて
脱水し、パラフィンに包埋した。本研究における安
楽殺および組織採取を含む研究計画は、JRA日高
育成牧場動物倫理委員会にて承認された。

免疫化学組織学的染色：
　包埋された組織を4µmに薄切し、スライドガラ
ス（MAS-GP type A、S9904、松浪硝子工業株式会
社、大阪、日本）上に乗せてプレパラートを作製し
た。免疫組織化学的染色はImmPRESS Reagent Kit

（Vector® Antigen Unmasking Solution H-3300, 
Vector Laboratories, Inc., CA, U.S.A.）を用いて実施
した。キシレンおよびエタノールを用いて脱パラ
フィン、再水和後、内因性ペルオキシダーゼを
0.3%H2O2/メタノールと反応させて失活させた

（室温、30分）。抗原は1%クエン酸緩衝液（Vector® 
Antigen Unmasking Solution H-3300, Vector 
Laboratories, Inc.）に浸漬し、オートクレーブ処理
して抗原を賦活化させ、リン酸緩衝液（PBS；
0.01M、pH7.4）にて洗浄した。2.5%Normal Horse 
S e r um（ImmPRESS  R e agen t  K i t ,  V e c t o r  

Laboratories, Inc.）を用いてインキュベートして
ブロッキング処理した後（室温、30分）、PBSにて洗
浄した。その後一次抗体を0.5% TritonX-100/PBS

（PBS‒Triton）で希釈したものと反応させた（一晩、
4℃）。使用した一次抗体および希釈倍率は以下の
とおりである：抗ヒトActR IAヤギポリクローナル
抗体（1:320, ab115301, Vector Laboratories, 
Inc.）、抗ヒトActR IBウサギポリクローナル抗体

（1:480, ab64813, Vector Laboratories, Inc.）、抗
ヒトActR IIAマウスモノクローナル抗体（1:160, 
ab76940, Vector Laboratories, Inc.）、抗ヒトActR 
IIBウサギモノクローナル抗体（1:320, ab134082, 
Vector Laboratories, Inc.）。翌日、PBSにて洗浄後、
それぞれの一次抗体の免疫動物に応じて、以下の
二次抗体と反応させた（室温、30分）；抗ヤギIg 

（ImmPRESS Reagent Kit peroxidase, MP-7405, 
Vector Laboratories, Inc.）、抗ウサギIg（ImmPRESS 
Reagent Kit  peroxidase,  MP-7401, Vector 
Laboratories,  Inc.）、抗マウスIg（ImmPRESS 
Reagent Kit  peroxidase,  MP-7402, Vector 
Laboratories, Inc.）。PBSにて洗浄後、NovaRED

（SK-4800, Vector Laboratories, Inc.）を用いて顕
微鏡下で反応させ、免疫部位を可視化した。再度
PBSにて洗浄後、Mayer’s hematoxylinを用いてカ
ウンター染色し、エタノールにて脱水、キシレンに
て透徹し、封入材（MGK-S、松浪硝子工業株式会社）
を用いて封入した。ネガティブコントロールには
一次抗体の代わりにPBS-Tritonを用いた。さらに、
各組織サンプルに対してヘマトキシリン-エオジ
ン染色（HE染色）を実施した。

結果
　免疫組織化学的手法により検索したActRの4種
類（ActR IA、IB、IIA、IIB）全てに対して、子宮内膜上
皮細胞、子宮腺上皮細胞、胎盤栄養膜細胞、および
子宮平滑筋における染色性が、妊娠88日から335
日にかけて確認された（図1、代表として妊娠88日
および335日を示している）。全てのサンプルにお
いて染色部位に違いは確認されず、染色の強さに
ついても顕著な違いは認められなかった。一次抗
体を用いないコントロールは染色されなかった

（図1）。

考察
　本研究では免疫組織化学的手法によって、妊娠
馬の子宮内膜上皮、子宮腺、胎盤栄養膜、および子
宮平滑筋においてActR IA、IB、IIA、IIBの染色性が
確認され、これらの組織に4種類のActRが発現し
ていることが示唆された。つまり、これらの組織で
アクチビンの胎盤形成、ステロイドホルモン産生
分泌などの作用が発揮されていると考えられた。
これはウマの生殖器におけるActRの発現について
の初めての報告である。
　ActRはヒツジ[10]やラット[5]の子宮内膜、子宮
腺、栄養膜外胚葉に発現している。これらに基づく
と、本研究で確認されたウマの子宮内膜上皮、子宮
腺、胎盤栄養膜におけるActRの発現は十分に考え
られる結果である。本研究におけるActRの発現パ
ターンには、妊娠88日から335日にかけて顕著な
違いは認められず、アクチビンの作用調整には
ActRの発現パターンよりもリガンドの濃度の方が
より重要であると推察された。
　ヒトでは子宮胎盤組織からアクチビンAが産生

される[8、9、15]。妊娠25日のウマでは子宮内膜管
腔上皮および子宮腺上皮におけるアクチビンβA
サブユニットの発現が報告されている[26]。本研
究ではActRが子宮腺上皮に確認されたことから、
子宮腺にて産生されたアクチビンAは、同部位の
ActRに結合し、先行研究[10]で考察されているよ
うな子宮腺の発達制御に関与していると推察され
た。
　本研究ではActRの発現が胎子および母体胎盤に
て確認され、ウマの胎盤組織においてアクチビン
AがActRに結合し、妊娠150日までにおこる胎盤形
成[21]などの重要な作用を担っていることが推測
された。この推測は、ウマの子宮胎盤組織における
アクチビンβAサブユニットのmRNAが、妊娠後期
よりも妊娠中期に多いことをNorthern b lot  
analysisによって明らかにした先行研究[25]から
も支持される。しかし、ウマの妊娠130日から312
日にかけて、アクチビンβA鎖は子宮腺上皮に局
在しており、胎盤微小葉や胎子栄養膜、母体子宮内
膜組織には発現しない[2、25]。つまり、先行研究で
考察されているように[2]、アクチビンAは子宮腺
から組織内を拡散して胎盤組織のActRに結合する
可能性が考えられた。
　アクチビンAはヒトの胎盤においてプロジェス
テロンやエストラジオールの産生分泌を刺激する
[11]。ウマの胎盤は妊娠100日頃までプロジェス
テロン、妊娠後半にはエストロジェンの供給源と
なる[1]。この期間はウマの子宮腺にアクチビンβ
A鎖が発現する時期と一致しており[2、25]、子宮腺
由来のアクチビンAが胎盤のActRに結合し、ウマ
のホルモン産生分泌を刺激していると推察され
た。
　ヒトの局所的なアクチビンA[4]およびラットの
血中アクチビンA[6]は子宮平滑筋を標的とし、収
縮性を抑制する[4]。本研究では妊娠期間を通して
子宮平滑筋に4種類のActRが発現していたことが
確認され、アクチビンが妊娠期間中に子宮平滑筋
に作用し、オキシトシンによって刺激される[14]
子宮平滑筋の収縮性調整に関与しているものと推
論された。アクチビンはウシの黄体化顆粒膜細胞
におけるオキシトシン産生を抑制する[22]。ウマ
において、オキシトシンンは子宮内膜から産生さ

れるが[1、3]、アクチビンによるオキシトシン産生
抑制機構が子宮胎盤組織にも存在している可能性
はある。このようにアクチビンは、子宮平滑筋への
直接的作用およびオキシトシン産生抑制という間
接的作用を介して、子宮平滑筋の収縮性を抑制し
ていると推察された。
　アクチビンは主に、局所的に産生されオートク
ライン/パラクライン様式によって作用を発現す
る[7]。しかし、妊娠後期のヒトにおいて、アクチビ
ンは内分泌因子としての生物学的活性を持つと考
えられている[11]。ウマにおいても同様に、アクチ
ビンAはオートクライン/パラクライン因子とし
てのみではなく、妊娠後期には内分泌因子として
活性を持ち、本研究にて確認された子宮胎盤組織
のActRに結合している可能性が考えられる。子宮
腺に加え、ヒト[20]、ブタ[24]、ヤギ[23]、ラット
[16]の卵巣はアクチビンAの産生源として知られ
る。しかし、ウマのActRの局在性、アクチビンの産
生源、アクチビンの作用の関係性を考察するには
不明な点が多い。本研究では免疫組織化学的染色
のみを実施しており、ActRおよびアクチビンAサ
ブユニットを標的としたPCRやELISAなど、他の手
法を用いた追加研究が、本研究結果およびアクチ
ビンの作用メカニズムを確証するためには必要不
可欠である。
　結論として、妊娠馬の子宮内膜上皮、子宮腺、胎
盤栄養膜、および子宮平滑筋にActRのIA、IB、IIA、
IIBの4種類が妊娠期間を通して発現していること
が明らかとなり、子宮胎盤組織においてアクチビ
ンが作用していることが推察された。ウマの胚死
滅、流産、早産の予防法確立のためにさらなる研究
が望まれる。
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背景
　ウマは約5500年前に家畜化された1といわれて

おり、現在では農耕や輸送といった従来の目的の
他にも、競馬や乗馬といったスポーツのみならず、


