
鯨類の副腎皮質ホルモンに関する生理学的研究

Physiological Studies on Adrenocorticosteroids in Cetaceans

東京大学大学院農学生命科学研究科

水圏生物科学専攻博士課程

鈴木美和

Miwa Suzuki

2001



目次

序 1

第1章 副腎皮質ホルモン代謝  9

第1節14C-Pregnenoloneの 代 謝  11

第2節14C-Progesteroneの 代 謝  17

第3節14C-Hydroxyprogesteroneの 代 謝  19

第2章 血 清 中cortisol濃 度  22

第1節 平 均血 清 中cortisol濃 度  24

第2節 体 サイズ と血 清 中cortisol濃度  30

第3節 日周変動 33

第4節 年周変動 36

第5節 水族館搬 入後の時 間経過 に伴 うcortisol濃度の変化 40

第3章21-deoxycortisol 44

第1節 血 清 中21-deoxycortisol濃 度 45

第2節 水 族 館 搬 入 後 の時 間経 過 に伴 う21-deoxycortisol濃 度 の 変化 49

総合 考察 51

要 旨 61

謝辞 67

引用 文献 70

図表



序

副腎は,円 口類から哺乳類まで幅広 く脊椎動物の腎臓上部の腹腔内背側に位置

する内分泌器官である (Kawamura and Kikuyama, 1987). 副腎組識はステロイド

産生組識 であ る皮 質 とカテ コールア ミン産生組識であ る髄 質 とか らな り
,哺 乳類

においては各 々が明確 に分 かれている.皮 質 か らは コルチコイ ド(副 腎皮 質ホル

モ ン)と 呼 ばれ るステ ロイ ドホル モ ンが分 泌 され る .コ ル チコイ ドは視床 下部

Hypothalamus(副 腎皮質刺激 ホルモ ン放 出ホルモ ン)-下 垂体Pituitary(副 腎皮質

刺激ホルモン)-副 腎皮質 Adrenal cortex の経路(HPA系)を 介 して分泌 され,

タ ンパ ク質,脂 質 の 分解 促 進,糖 新 生,免 疫抑 制 な どの作 用 を有 す るcortisol (F)

やcorticosterone (B), cortisoneな どの糖 質 コル チ コ イ ドと,腎 臓 で のNa+吸 収
,

K+排 出,水 の再 吸収 な ど を促 すaldosterone(Aldo)な どの鉱 質 コル チ コ イ ドに 分

け られ る。また,HPA系 はネガテ ィブフィー ドバ ックによ り調節 され ている。陸

上動物 にお いて,ス トレス による生体の生理状態の変化 を把握 する有効 な指標 と

して様 々な物質 が挙 げ られ るが,こ れ まで主に糖質 コルチコイ ドの分泌お よび交

感神経 の緊張に よる副腎髄 質か らのカテ コールア ミン放 出の2つ がス トレスの主

な指標とされてきた (Stephens, 1980; Dantzer and Mormede, 1983; Becker, et al .,

1985;  Bernett and Henswerth, 1990). これ らの反応 は,基 本的 にはス トレス対応

と して糖新生 によ り血 糖値 を上 昇 させ,生 体 が戦 うための準備 をす る反応 と言わ

れ ている(前 田,1997).

鯨類の副腎については18世 紀後半から報告があるが,飼 育の機会や技術の不足
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か ら,近 年に至 るまでその大部分が座礁個体お よび捕獲個体 を用い た肉眼解剖 学

的研究 であ った.Hunter(1787)は,鯨 類 の副腎について,形 は平坦 で円形 で あ

り,そ の 内部は2層 に分かれ,右 副腎は横隔膜 の下後 方 ,腎 臓の上方 に位置 し,

左 副腎は右 よ りも下方,大 動脈 と左 腎臓 の間に位置 してい ること,お よび ヒ トや

哺乳類 に比べ てその体重比 が小さい ことを報告 した.Quiring(1943)は ,ザ トウ

クジラMegaptera nodosa,マ ツコウクジラPhyseter catadonお よびナガス クジラ

BalaenoPtera physalusの3鯨 種の副腎 について報告 してお り,大 型鯨類 の副腎 を見

つけ るこ とは困難で あるが,腎 臓 の上部 に横 たわ り,通 常腔腸 の静脈 か ら3～4

フィー トの位置 に存在 し,外 見は卵型で,幅 は3 .5～5.5イ ンチ,長 さは6～9イ ン

チ,厚 さは1/4～1イ ンチ,神 経や血管が通 る丈 夫な皮膜で覆われ,髄 質 が中央 に

位 置 し,神 経 分布域はそれほ ど広 くはな く,副 腎表面 にガ ング リオ ン細胞 は認め

られず,い くつかの血 管が副腎中に一定 の間隔で貫通 している と報告 した .ま た

Burn et al.(1951)は,シ ロナガス クジラBalaenoptera musculusお よびナガスクジ

ラの副腎が腎臓 と大腸,場 合に よっては肝臓 に結合組織 によ り接合 してい ると述

べ,ま た,両 種 ともに ノルア ドレナ リンが主要な神経伝達物 質であ ることを明 ら

かに した．Arvy(1971)は,イ ワシ クジラBalaenoptera borealisに つ いて
,副 腎は

横 隔膜 の背側,腎 臓 よ りもやや前方にあ ると述べ,右 副腎は左 副腎 に比べやや腹

側 に位置 し,さ らに左 副腎は大動脈のわずか後 方側 面,大 動脈 と左 腎臓 に挟 まれ
,

右副腎は肝 臓後方 の表 面に隣接 していると述べた.ま た,成 獣 になるにつれ
,副

腎は腎臓 か ら遠 くに位 置 するようにな ると述べ ている.さ らに副腎の外見上の特

徴 としては,三 日月型 も しくは錐体 を してお り,灰 色であ るが種 に よっては茶色

が か ってお り,そ の表面は 滑 らかで,弾 力 があ る柔 らかさ を持つ と報告 した .

Shimpton and Gardner (1972)は ，Atlantic bottlenosed porpoiseの 副腎組識像 を示 し
,
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陸上動物の副腎に比べて,結 合組織の量が多 く,ま た表面の小片化の程度が大 き

い とい う相違点 を見出 した.ま た,Kirby(1990)は,海 生哺乳類の 内分泌器官 に

ついての総説の中で副腎を取 り上げ,副 腎 と他臓器 との位 置関係 を図示 してい る.

肉眼解剖学的な研究の次に,動 物の各器官の相対重量を測定すれば,各 器官の

生物学的な重要性が示されるという計測学的生物学の視点に基づき,副 腎をエネ

ル ギー放 出に深 く関連 した器 官 ととらえ,副 腎重量 がその動物のエネル ギー消費

の指標 とな るとい う仮 説 の も とにい くつ かの研究 がな され た .ま ず,Crile and

Quiring(1940)は,ほ ぼ 同体 重 量 の シ ロイ ル カDelphinapterus leucas と ウマ(サ

ラ ブ レ ッ ド)に つ い て,副 腎,甲 状 腺,脳 の 各 々 の 重量 測 定 お よび そ の体 重比 を

算 出 し比 較 して い る.そ の 結 果,副 腎重 量 につ いて は,シ ロイ ル カ で34 .76g(体

重 比1:15,328=0.0065%),サ ラ ブ レ ヅ ドで46.62g(体 重 比1:11 ,180=0.0089%)

であ り,瞬 発的にエネル ギー を必 要 とするサラブレ ヅ ドと異な り,恒 常的 にエネ

ル ギー を放 出 してい るシロイル カでは,エ ネルギー産 出 を副腎 よ りも甲状腺 に頼

ってい るのではないか と推測 した． また,Quiring(1943)は,ザ トウクジラ
,マ

ッコウクジラおよびナガス クジラの副腎重量(カ ツコ内は体重 に対 する割合 を筆

者 が 算 出)を 測 定 し,ザ トウ クジ ラで は1.210kg(体 重 の0 .003%),マ ヅコ ウ ク ジ

ラ で は0.350kg(体 重 の0.0009%),ナ ガス ク ジ ラで は0 .732kg(体 重 の0.0012%)

で あ った と述 べ て い る.次 にSliJper(1958)は,ネ ズ ミイ ル カPhocoena Phocoena

お よび ゼ ニ ガ タ アザ ラ シPhoca vitulinaに つ い て 副 腎 重 量 の体 重 比 を算 出 し,そ

れを過去の知見と併せて,海 生哺乳類の副腎の体重比は体サイズがと反比例する

という結果を導き出した.例 えば,ネ ズ ミイルカの副腎の体重比は0 .05%(同 体

重 の 陸 上 動 物 の 場 合 は0.01～0.02%),バ ン ドウ イ ル カTursioPstruncatus で は0
.01

～0 .04%,シ ロ イ ル カ で は0.009～0.02%,ナ ガ ス ク ジ ラ 類 で は0 .001～0.003%で
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ある.さ らに彼は,鯨 類における副腎の体重比は陸上動物よりも大きいと報告し

ているが,そ の現象は小型鯨類にのみ当てはまり,大 型鯨類には当てはまらない

としている.小 型鯨類 において副腎の体重比が陸上動物よりも大きいことについ

て,彼 は Crile and Quiring (1940) と同様に, " sprinters"(短 距 離走 者)と い う よ

りも"stayers"(長 距離走者)で あ る鯨類は 甲状 腺によ りエネル ギー産生 を賄 って

い ると考 えた.こ れ を受 け, Harrison(1969)は コ ビ トイ ル カsotalia fluviatilis(論

文では Sotalia plumbea), コ ビ レゴ ン ドウ Globicephala macrorhynchus (同

Globicephala scammni), ヒ レナ ガ ゴン ドウ Globicephala melas (同 Globicephala

melaena), カ マイル カ Lagenorhynchus obliquidens, バ ン ドウイル カ,マ イル カ

Delphinus delphis(同 Delphinus delphis bairdi), ス ジ イ ル カstenella coeruleoalba(同

Stenella caeruleoalba),ハ シ ナ ガ イ ル カStenella longirostis,マ ダ ラ イ ル カStenella

attenuata(同stenella graffrnani)に おいて副腎の体重比お よび 甲状腺比 を算出 して

いる.そ れ によると,副 腎/甲状腺 比は1.0を 超 えず,甲 状腺の方が大 きい器 官で

あ り,鯨 類 のエネルギー消費は 甲状腺 が賄 ってい る可能性 が強 く示唆 され た.し

か し,こ れ らの計測学的生物学が主張 したような大 きさ と重要性 との間の単純 な

相 関性 についてはその後見 直されてい る.

1960年 代 に 入 る と,鯨 類 の 副 腎 皮 質 で産 生 され る ホル モ ンに関 す る研 究 が 開 始

され た.Race and Wu(1961)は,マ ッコ ウク ジ ラ に つい て,副 腎 皮 質 の球 状 層,

束状 層,網 状 層 に各 々 含 まれ るス テ ロイ ドホ ル モ ンをAldo,17-hydroxycorticoid,

17-ketocorticoid(ア ン ドロゲ ン)に 大 別 して そ れ ぞ れ の 濃 度 を測定 し ,Aldoは 球

状 層 お よ び束 状 層 に多 量 に含 まれ,17-hydroxycorticoidは3層 全 て に含 まれ る が特

に束 状 層 に多 く,17-ketocorticoidも3層 全 て に 存在 す るが特 に網 状 層 に多 く含 ま

れ て い る こ と を確 認 した.彼 らは ま た,電 解 質 調 節 に 関係 す るホ ル モ ンで あ る
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Aldoが 球状層お よび束状層 に極 めて多 く含 まれ てい るのは,鯨 類 が海水 を飲 み込

む場合 が多い ことによ ると推測 した.し か し,こ の大 まかな分類 による研 究以降
,

副腎 に含 まれ るステ ロイ ドホル モンについての よ り厳密な研究はな され てい ない .

しか し唯一,副 腎皮質ホルモ ンの代謝実験 がCarballeira et al.(1987, 1987b)に

よ り行 な わ れ て い る.彼 らは座 礁 した コマ ツコ ウKogia brevicepsお よび ジ ェル ヴ

ェオ ウ ギバ ク ジ ラMesoplodon europaeusの 副 腎 を用 い て
,そ の 組 識 を観 察 し,RIA

法 に よ りホ ル モ ン組 成 を調 べ,さ ら に コル チ コ イ ドの 代 謝 実験 を行 な った が
,座

礁 した鯨 類 の 副 腎 が 通 常 とは 異 な るコ ル チ コ イ ド代 謝 を行 な って い る 可能 性 が あ

る述 べ て い る.ま た,バ ン ドウイ ル カ の血 中 のF:B比 に つ い て も 異 な る見 解 が

報 告 され て い る(Thomson and Geraci,1986;Oritz and Worthy,2000) .こ の よ う

に,ど の種類 のコルチ コイ ドが鯨類 の副腎で生合成 され血 中に分泌 され るのか に

ついての統一 した知見 がないのが現状 であ る .こ う した中,現 在 に至 るまで,習

慣 的にス トレス指標 と して血 中F濃 度 を測定 した報告 が増 え続 けてい る .副 腎 で

のF生 合成 を確 認で きない状 況下で,血 中でFと して検出 されてい る物質が本当

にFで あ るか否か とい う疑 問が生 じて くる .そ こで本研究 の第1章 では,鯨 類の

副腎皮質で生合成 され るコルチ コイ ドお よびその割合 を明 らかにす るため ,ク ロ

ミンククジ ラの新鮮 な副腎 を用いてコルチコイ ドの代謝実験 を行ない
,そ の生合

成経路 を調べ るこ とと した.

鯨類 の血 中F濃 度 に関す る研 究は1970年 代以降に報告 があ り,これ らの大半は

ス トレスの指標 としてF濃 度 を調べ た研究 である .ま ずMedway et al.(1970)は

医学的な研究 を行 ない,バ ン ドウイル カに個体 の抗 ス トレス薬剤 として合成 副腎

皮質 ホルモ ンであ るデキサメタゾ ンを投与 した結果 ,F濃 度は有意 に減少 したと

報告 した.ま た,商 業捕鯨 によって捕鯨 された数十頭の ナガス クジラの血 中F濃
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度を始めとして (Kjeld and Olafsson, 1987; Kjeld and Theodorsdottir, 1991), 飼育

下の黒海産バンドウイルカ Tursiops truncatus ponticus baracasch における保定に対

する血中F濃 度の変化 (Orlov et aL., 1988),  バン ドウイルカの輸送に対するF濃

度の変化 (Colgrove, 1978), シロイルカにおける捕獲後の時間経過に対する血中F

濃度の変化 (St. Aubin and Geraci, 1992) , 野生のネズミイルカにおける保定に対

する血中F濃 度の変化 (Koopman et al., 1995) な ど,様 々な鯨類 のス トレス状 況

下における生理的反応としてのF濃 度の変化が調べられてお り, これらの研究で

はいずれ もス トレス に対 してF濃 度が上昇 した と報告 されている . た だ し, Oritz

and Worthy (2000) は，野生のバ ン ドウイル カにおいて短期 間の捕獲 ・保定 ス ト

レスに対 す る血 中F濃 度の変化 を調べ た ところ , F濃 度の変化は引き起こされな

かった と報告 してい る. 上記の通 り,鯨 類のF濃 度に関す る研究 は数 々あるが,

これらの報告では各鯨種の平均血中F濃 度についての知見 が不足 してお り,得 ら

れた値の意味について十分な考察が行なわれているとは言い難い(Dierauf,1990).

そこで本論文の第2章 第1,2節 において, 15鯨 種 の 平均 血 清 中cortisol濃 度 を調

べ る こ と と した.

測定された血中F濃 度 を正確に評価するためには, F濃 度の日周変動の有無に

つ い て 知 り, 日周変動が認められるならば採血の時刻について留意する必要があ

る.血 中cortisol濃 度 の 日周 変 動 については様々な哺乳類で研究されており,昼 行

性の動物の血中F濃 度は早朝に高 く夕刻低 くな るとい う日周 リズ ムを刻む ことが

知られている (Weitzmon et al., 1971; Knutsson et al., 1997 ; Czeisler and Klerman,

1999; Garrick, et al., 1987; Cames, et al., 1988; Samya et al., 1995; Hudson et al .,

1975; Fulkerson et al., 1980 ; Thun et al., 1981; Lefcourt et al., 1993; Hoffsis et al .,

1970; Irvine and Alexander, 1994; Edqvist et al., 1980; Klemcke et al ., 1989; Toutain,
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et al.,1988).鯨 類 に お い て は,  Judd and Ridgway(1977)  がバ ン ドウイル カにお

ける血中F濃 度およびア ン ドロゲン濃度の日周および 超 日リズムを測定 している

が,彼 らは イル カを24時 間 担架により保定 した状態で 採血 を行 なってお り,個 体

にス トレスがかかるこ とは否 めず,  F濃 度の変動が普遍的な日周変動を示してい

る とは言 い難い.  そ こで,本 論文第2章 第3節 において,  長期飼育されているミ

ナ ミバ ン ドウイルカ TursioPs aduncus  およびシャチ orcinus orca  を対象として尾び

れ持ち採血により3時 間ごと24時 間繰 り返 し採血を行ない,血清中F濃 度の日周

変動 を調べ た.

血中F濃 度の年周変動についても様 々な 哺 乳 類 で 報 告 が あ る(Agrimonti et al.,

1982; Maes et al., 1997; Gustafson and Belt,  1981; Wilson et al., 1978; Shiml et al.,

1999).鯨 類 に お い て は,  飼育下の黒海産のバ ン ドウイルカおよびシロイルカ

(Orlov et al.,1988) の血 中F濃 度 において, 春と秋の比較が行なわれ,春 の方

が高い とい う結果 が報告 された. また, 野生および半飼育下各々36頭 のバン ドウ

イル カにお いて, 季節ごとのF濃 度は野生個体の方が飼育個体より高いのみで,

年齢や季節による差はないと報告されている (St.Aubin et al.,1996).し か し,

これ らは季節 ごとの変化 を追 ったのみであ り, 同一個体より年間を通じて定期的

に採血 を行 な った研 究はない. そこで本論文第2章 第4節 において,  シャチを対

象 に2週 間 ごとに1年 間, 朝夕に尾びれ持ち採血を行ない, 血清中F濃 度の年周

変動 を調べた. これ らの基礎知見 をもとに, 本論文第2章 第5節 においては,シ

ワハイルカ steno bredanensis, シ ャチ, シ ロイルカお よびバ ン ドウイルカ を対象 と

して水族館への搬入後の時間経過に伴うF濃 度の変動を追跡 し, 野生個体の水族

館への馴化の様子を追跡 した.

副腎皮 質 で産生 され る中間代 謝物質の一種であ り, Fの 前駆体 であ る
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21-deoxycortiso1(21-DOF)は,陸 上 哺 乳 類 の 血 中に はほ とん ど存 在 しな い こ とが

知 られ て い る(MacArthur and O'Donne11 , 1967, Horn and Maschler, 1976).本 研 究

において,RIA法 による鯨類の血清 中F濃 度測定法 を確立す る際に
,21-DOFと

100%交 差反応性 を示 すF抗 体 を使用 した ところ
,鯨 類の血清中には21-DOFがF

と匹敵す る濃度 で含 まれ ている可能性 が示 された.そ こで ,第3章 では21-DOF

について,数 鯨種の血清中濃度を調べ,さ らに野生 と飼育個体との間で血清中濃

度を比較 し,さ らに搬入後からの時間経過 に伴う濃度変化について調べた.
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第1章

副腎皮質ホルモン代謝

陸上 哺乳類の副腎皮質 にお いては複数の副腎皮質 ホル モ ン(コ ルチコイ ド)が

生合成 されるこ とが知 られ ている.コ ルチコイ ドはステ ロイ ド骨格 をもち,cortisol

(F)やcorticosterone(B)な ど の 糖 質 コ ル チ コ イ ド,aldosterone(Aldo)な ど の

鉱 質 コ ル チ コ イ ド,お よ びdehydroepiandrosterone(DHA)やandrostenedione(A)

な ど の 副 腎 ア ン ドロ ゲ ン の3つ に 大 別 さ れ る(Brooks, 1979).ま た,コ ル チ コ イ

ド代謝 には多 くの酵素が関与 してお り(Miller, 1988),各 ホルモ ンの合成量 は生

合成経路 における各 酵素 の活性 に影響 を受 ける.

鯨類の副腎皮質中のホルモンに関しては,マ ッコウクジラで球状層,索 状層,

お よび網状層の各々における大 まかなホルモン含有量が示されたのみである

(Race and Wu, 1961).鯨 類 のコルチコイ ド代謝 に関 しては,座 礁 した鯨類の副

腎皮質でBが 最終産物 と して多 く産生 され,Fは 産生 されなか った とい う報告 が

あ るが(Carballeira et al. 1987a),座 礁個体での実験 結果 が普遍的であ るとは言

い難 い.血 中 の コ ル チ コ イ ドに関 して は,バ ン ドウイ ル カ の血 中FとB濃 度 比 に

つ い て 報 告 が あ る が,ど ち らが 多 い か につ い て の 一 致 した 見 解 は な い(Thomson

and Geraci,1986; Oritz and Worthy, 2000).上 記 の よ う に,鯨 類 にお い て は ,生

合 成 され分 泌 され る コル チ コ イ ドの種 類 に つ いて 一 致 した見 解 が な い.そ こで 本

章 で は,鯨 類 の 副 腎 皮 質 で 生 合 成 され る コル チ コイ ドにつ い て 調 べ る ため,ク ロ

ミ ン ク ク ジ ラの 副 腎 皮 質 を用 い て14C-pregnenolone(14C-Preg), 14C-progesterone
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(14C-P)お よ び14C-17- hydroxyprogesterone(14C-17-OHP) を基質とした代謝実験

を行 な った.

10



第1節

14C -Pregnemloneの 代 謝

Pregはcholestrolの 側 鎖 が切 断 され て生 じる物質 であ り,陸 上 哺 乳 類 の 副 腎 皮 質

で は 必 ず 合 成 され,ま た,全 て の コル チ コイ ドはPregを 経 て生 合 成 さ れ る こ とが

知 られ て い る.し た が って,14C-Pregか ら生 じる コル チ コ イ ドを調 べ る こ とで
,

そ の個 体 の 副 腎皮 質 で 生合 成 され る コル チ コ イ ドが 明 らか に す る こ とが で きる .

そ こ で,ク ロ ミン クク ジ ラ の 副 腎皮 質cell free homogenate(CFH)に14C-Pregを 加

え て 培 養 を行 な い,14C-Pregが 代 謝 され て 生 じるコ ル チ コ イ ドの種 類 を 調べ た .

材料と方法

試料

財 団法 人 日本鯨類研究所 が実施 した「1999/2000年 南半球産 ミンククジラ調査及

び南極海生態 系に関する予備 調査 」において,2000年3月 に捕獲 された クロ ミン

ククジラ11頭 よ り(オ ス5頭,メ ス6頭,体 長583～916cm
,体 重2.25～9.95t)

捕獲調査母船上で採取 され た副腎 を用 いた.個 体 が死亡 してか ら副腎 を採取 する

までに要 した時間は54～231分 であ る.採 取 した副腎は ,結 合組織 を除去 して重

量 を測定後,5mm程 度 の厚 さに輪切 りに し,ビ ニール袋 に個々の試料 を入 れ空気

に触 れぬ ように密封 して,-80℃ 冷凍庫 で凍結保存 した .下 船後,-85℃ 冷凍庫

に移 し,実 験 まで保 存 した.得 られ た全ての副腎は,新 鮮 な肉色 を していた .

試料調製

副腎試料を随時必要量だけ急速に解凍し,氷 冷下で結合組織を完全に除去後 ,
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肉眼 で皮 質 と髄 質 とに分 離 した.次 に,皮 質 の み を解 剖 バ サ ミで 細 断 し
,計 量 後,

テ フ ロ ン ガ ラ ス ホモ ジナ イ ザ ー に移 した.こ れ に100mg tissue/mL mediumに な る

よ う に培 養 液(Leibovitz's L-15Medium, Powder with L-glutamine , Life Technologies

を蒸 留水 で 溶解)を 加 え,氷 冷 下 で ホ モ ジ ナ イ ズ した.得 られ た液 体 を10mLボ

リエ チ レ ンチ ュ ー ブ に移 し,冷 却 遠 心 分 離器 で20分 間,4℃,800gの 条 件 で遠 心

分 離 した.上 清 を回 収 してCFHと し,液 体 窒 素 中 も し くは-85℃ 冷凍 庫 で代 謝 実

験 まで 凍 結 保 存 した.

代謝実験

準備 したCFHを 必要量解凍 し,等 量の培養液 を加 えて5mg protein/mL medium

に調製 し,こ れ をホルモ ン代謝 実験 に使用 した.ま ず,蓋 付 きガラスバ イアル

(50mL)に プロピレング リコール を1,2滴 垂 らし,こ こに前駆体 として約10万

dpm相 当量 の14C-pregnenoloneを 入 れ,よ く馴 染 ませ た .こ れ に,培 養 液3mL,

1mg/mL mediumに 調 製 した必 要 な 補 酵 素(β-Nicotinamide-Adenine -Dinucleotide-

Phosphate, reduced form: NADPH+, β-Nicotinamide-Adenine-Dinucleotide: NAD,

共 にSigma)を 共 に1mLお よび5mg protein/mL mediumに 調 製 したCFHを1mL

各 々加 え,軽 く蓋 を して60分 間振 蕩 した.振 蕩後,15mLの ジ ク ロ ロ メ タ ン を加

え,1分 間 激 し く振 蕩 して ス テ ロイ ドを抽 出 した.小 型 の 漏 斗 に ガ ラ ス ウー ル で

軽 く栓 を し,そ の 上 に少 量 の無 水 硫 酸 ナ トリウ ム をの せ て ナ ス フ ラス コ 上 に 置 き
,

これ に ジ ク ロ ロ メ タ ン層 を漏 斗 に 滴 下 した.こ の抽 出作 業 を2回 行 な い
,回 収 さ

れ た ジ ク ロ ロ メ タ ン層 を ロー タ リー エ バ ボ レー ター に よ り蒸 発 さ せ た .こ れ に

5mLの ジ ク ロ ロ メ タ ン を加 え て化 合物 残 渣 を溶解 さ せ ,そ の100μLを 測定 用 バ イ

アル に移 し,ド ラ フ ト内で 乾 燥 後,シ ンチ レー ター を加 え て 液 体 シ ンチ レー シ ョ
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ンカウ ンターによ り放射活性 量(dpm)を 測定 し,こ れ を50倍 した もの を総放射

活性量 と した.

薄層 クロマ トグラ フィー

ナ ス フラ ス コ に残 った ジ ク ロ ロ メ タ ンを再 度 ロー タ リー エ バ ポ レー タ ー で 蒸 発 さ

せ た後,数 種 の ス テ ロ イ ド,す な わ ち,Preg, P,17-OHP, S,21-DOC, F, B ,

11-deoxycortisol(S), A, testosterone (T) の1mg/mL溶 液 混 合 液 を20μL滴 下 し
,

これ に少 量 の ジ ク ロ ロメ タ ン を加 え て溶 解 させ,こ れ を5cm×20cmの 薄層(silica

gel 60F254, Merck)上 にス ボ ッ トした.代 謝 物 を薄層 上 に の せ た後 の フ ラ ス コ を

少量 の ジ ク ロ ロメ タ ンで洗 浄 し,洗 液 をバ イア ル に取 る操 作 を3度 繰 り返 し,フ

ラ ス コ 内 に残 って い る放 射 活 性 量 を測 定 した.総 放 射 活性 量 か ら この残 り分 を引

い た値 を薄 層 上 に滴 下 され た 物 質 の 放 射 活 性 量 と した.薄 層 を完 全 に乾 燥 さ せ た

後,ク ロ ロ ホル ム:ア セ トン=9:1の 溶媒 系 で60分 間展 開 した.

展 開後,薄 層 にUVを 照射 し,吸 収の見 られ た位置 に鉛筆で印 をつけ,こ れ を

X線 フ ィル ム と共 にカセ ッ トに入れ,-20℃ 冷凍庫 にて1週 間静置 した .1週 間

後暗室 にて フィル ムの現像 を行 ない,UV吸 収の見 られ た位置 と合成 されたステ

ロイ ドの位置 とを照合 した.

再結晶法によるステロイ ド同定

薄層クロマトグラフィーで分離した各ステロイドの標準物質と同じ位置に見ら

れた放射性化合物が,そ の標準物質 と同一物質であるか否かを確認するため,再

結晶法を行なった.再 結晶法とは,既 知の標準物質と放射性化合物とを混ぜて溶

解 ・析出を繰 り返 した時に,両 者が同一物質であれば放射性化合物も結晶構造に
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組 み込 まれ,放 射性 物質が標 準物質 と同 じ動向を示すため両者 が同一 であ ると判

断で きる方法 であ る.ま ず,目 的の放射性化合物 を薄層 よ り掻 き取 り,薬 包紙上

で微細 に砕 き,ガ ラス ウール を先 に詰 めたパス ツール ピペ ッ トに移 した .次 に,

パス ツール ピペ ッ トに クロロホル ム:メ タノール=1:1を1mL滴 下 し
,流 出液

をナス型 フラスコに回収 した.こ の操作 を5回 繰 り返 し,放 射性 化合物 を抽 出 し

た.抽 出液 をロー タ リー エバ ポ レー ターで蒸発 させ,残 渣 にジエチルエー テル を

5mL加 えて溶解 させた もの を100μL取 り,そ の放射活性 量 を測定 し
,こ れ を50

倍 して化合物全体 の総放射 活性 量 と した.

次 に,10mgの 標準物 質 を入 れたス ピ ッツ管 と,乾 燥 させ微量天秤で精秤 した

No.1～11ま での11個 の小型 アル ミ容器 を用意 し,再 結晶法 を行 な った .ま ず,

標準物質 の入 ったス ピ ッヅ管に,放 射性化合物 のジエチルエーテル溶液 を任意量

加 えた.ジ エチルエーテル を窒 素ガス吹 き付 けによ り蒸発 させた後
,1mLの ジエ

チルエーテル を加え,こ の うち100μLをNo .11の 小型 アル ミ容器 に移 し,こ の放

射活性量 を全体 の1/10の 放射活性量 とした.残 った ジエチルエーテル を蒸 発させ
,

残渣 が溶 けやすい溶媒(ク ロロホルム,ア セ トン,ベ ンゼ ンを適 宜使 用)を 数滴

加 えた後,溶 けに くい溶媒(ヘ キサ ン,ヘ プタンを適宜使用)を 適量加 え
,結 晶

を析 出 させた.こ れ を4℃,3000rpmの 条 件で5分 間遠心分離 し,上 清 をNo.1へ

移 した.残 った結 晶に0.9mLの ジエチルエーテル を加 えて溶解 し,こ の溶液 を

100μL取 りNo.2へ 移 した.再 度残 りの ジエチル エーテル を蒸発 させ
,残 渣 を溶か

しやすい溶媒 を数滴加 えて溶解 させ た後,溶 けに くい溶媒 を適量加 えて結晶 を析

出させ,こ れ を遠心分離 して上清 をNo .3へ 移 した.残 った結 晶に0.7mLの ジエ

チルエーテル を加えて溶解 させ,こ れ を100μL取 りNo .4へ 移 した.以 下 同様の

操作 を順次繰 り返 したが,No.5の 結晶 には0 .5mL,No.7の 結 晶には0 .3mLの ジエ
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チ ル エ ー テ ル を各 々加 え,100μLをNo .6, No.8へ 移 した.No .9の 結 晶 に は任 意

量の ジエチルエーテル を加 えて,よ く洗浄 しながらNo .10へ 全て移 した.小 型 ア

ルミ容器中の溶媒をドラフト内で完全に蒸発させ,乾 燥させて精秤 した後
,各 々

の小型容器 中残 渣 をメタ ノールで洗浄 しなが らバ イアル に移 し
,こ れ を乾燥 させ,

標準物質の放射活性を測定した.各 放射活性量 を再結晶後の小型アルミ容器重量

から本体の重量を引いた値で割り,重 量あた りの放射活性量を求め,そ の値が変

動するか否かを確認 し,変動 しない場合を標準物質と同一物質であると同定 した.

結果と考察

NAD+お よびNADPH+の 存在下 で,ク ロミンク クジラの副腎皮 質のCFHに

14C-Pregを 加 えて培養 し
,生 じた代謝産 物 の再 結晶法 によ る同定 され た物質 を

Tablel-1 に,ま た,各 代 謝合 成 産 物 の割 合 をTable1-2に 示 した .

この 結 果,P(合 成 割合10 .7%,Rf=0.76)の 合 成 が最 も多 く,し た が って , Preg

→Pの 変 換 を 触 媒 す る3β-hydroxysteroid dehydrogenase△5 -△4isomerase(3βHSD

Isom)の 作用 が強 くP合 成 が進 んだ もの と推察 され た .

Pに 続 き,S(10.2%,Rf=0 .22)の 合 成 が 多 く見 られ た.一 方
,17-OHP(1.1%,

Rf=0.47)やF(3.2%,Rf=0 .07)の 合 成 量 は 少 な く,Pがsteroid 17α-hydroxylase

(P450c17)の 作 用 を受 け て17-OHPへ と変換 され た後,17-OHPは 直 ち にsteroid

21-hydroxylase(P450c21)の 作 用 を 受 け てSに 変換 さ れ た が
,S→Fの 変 換 を触 媒

す るsteroid11-hydroxylase(P450c11)の 一 定 時 間 内 で の 作 用 はP450c21に 比 べ て

弱 く,そ の結果S量 が増加 した もの と推測 され た.さ らに少量 ではあるが21 -DOF

も確 認 さ れ(0.2%,Rf=0.17),17-OHPの ご く一 部 がP450c11の 作 用 を 受 け て
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21-DOFに 変換 されたもの と考 え られ た.

Hydroxycorticosterone (DOC;Rf=0.50)お よ びB(2.8%, Rf=0.12)の 合 成 量 よ

り,17-OHP→S→Fの 代 謝 経 路 と同 じ く,P→DOCの 変 換 を触 媒 す るP450c21の

作用 がDOC→Bの 変換 を触 媒するP450c11の 作用 と比べて強い もの と推測 された.

さ ら に,A(4.0%,Rf=0.67)の 合 成 が確 認 され た こ とか ら,合 成 さ れ た17-OHP

の一部 がP450c17の 作用 を受 けてA合 成経路へ と進んだこ とが判明 した.ま た,

この他に少なくとも10種 以上の少量のステロイ ド合成が認められたが,再 結晶法

によ り同定す るには量が不足 してお り,同 定 には至 らなか った.

上記結果 をもとにPregの 代謝経路 をFig.1-1に 図示 した.哺 乳類 におけ る研 究

よ り,Pregか らPへ の変 換 が進 み,Pか ら17-OHP→S→Fの 経 路 お よ びPか らDOC

→Bの 経路,さ らにPか ら17-OHP→Aの 経路の各 々に分岐 し合成 が進 んだ もの と

考 え られた.

Carballeira et al.(1987a,1987b)は,座 礁 し た コ マ ツ コ ウ お よ び ジ ェル ヴ ェ オ

ウギハ クジラの副腎を用 いて コル チコイ ドの代謝実験 を行ない,基 質 と したステ

ロイ ドの種類 に関 らずBが 多 く合成 され,Fは 合成 されない と述べてい る.し か

し,本 実験 によ り,ク ロ ミンククジラにお いてはPregを 基質 とした場合,BとF

はほぼ同量合成されることが確認された.ま た,Fの 前駆体であるSが 全個体に

おいて極 めて多 く合成されているため,培 養時間をさらに延長すれば,多 くのF

が合成 されて くるもの と考え られ た.
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第2節

14C
-Progesterone代 謝

PはPregを 前駆体 とす るステ ロイ ドであ り,妊 娠維持 ホルモン として知 られ て

いる.ま たPは,陸 上哺乳類の副腎皮 質ではPregと 同 じく必ず生合成 され
,全

ての コルチコイ ドはPを 経 て合成 され る.前 節 においてPregか ら代謝 され る数種

のコルチコイ ドを確 認 したが,Pな どPregか ら生 じる代 謝産物 を基質 とした場合

に,代 謝されるコルチコイ ドの合成量を比較することで各酵素の活性の強さにつ

いて調べ るこ とがで きる.そ こで本節 では,ク ロ ミンククジラの副腎皮 質 を用 い

て14C-Pの 代 謝 実 験 を行 な った.

材料と方法

副腎試料,試 料調製,代 謝実験および再結晶は本章第1節 で記 した方法 と同様

に行 な った.但 し,代 謝 実 験 では,基 質 と して約10万dpmの14C-Pを 用 い
,ま た,

NADPH+要 求性 の酵素がPか らのコルチコイ ド生合成 に関与 しないため ,培 養 を

NAD+の み の存在 下で行な った.

結果と考察

NAD+存 在 下で,ク ロ ミンククジラの副腎皮質のCFHに14C-Pを 加えて培養 し
,

生 じた代 謝 産 物 お よ び そ の 割合 をTable1-3に 示 し,さ らにPの 代 謝 経 路 をFig .1-2

に示 した.

これ によれ ば,14C-Pの 代謝産物 としてDOC(合 成 割合33 .7%)が 最 も多 く合
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成 さ れ,B(11.7%)も 多 く合成 され た(Table 1-3) .こ の 結果 は,基 質 で あ るP

の大部分 がP450c21の 強い作用 を受けてDOCへ 変換 され
,DOCがP450c11の 作

用 を受けて さ らにBに 変換 され たことを示 している.S(15 .8%)の 合成 も多 く認

め られ た が,そ の合 成 量 はDOCの 半分 で あ り,ま た,17-OHP(2.2%)やF(1.6%)

の量 はわ ずかであ った.こ れ らの結果 は
,Pか ら17-OHPへ の変換 を触媒 す る

P450c17の 作 用 がP450c21よ りも弱 く,Pは 最 初 に17 -OHPよ りもDOCへ と多 く

流れ た結果,17-OHP→S→Fの 経路 を進 む量 が相対的 に少 な くな った こ とを示 し

て い る.ま た,Pか ら変換 され た17-OHPは,P450c21の 作 用 を受 け て速 や か にS

に移行 したが,P450c11の 作用がP450c21に 比べて弱 かったため にFへ の変換 が

迅速 には進 まず,Sに 比べて17-OHPお よびFの 合成 が少な くな った もの と推 測

された.さ らに,そ の他多 くの代 謝産物が認め られ たが
,量 が少 な く同定 には至

らな か った.
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第3節

14C-17
-Hydmxypmgesterone代 謝

17-OHPはPの ステ ロイ ド骨格 のC17部 位 がOH化 されて生 じる代謝産物 であ

る．17-OHPはSの 前駆体 であ るため,こ れを基質 と した場合,S,Fお よび副腎

ア ン ドロゲ ンが代謝合成 され るが,DOCやBは 合成 され ない .したが って,17-OHP

か ら代謝 され るコルチ コイ ドの量 を比較 す るこ とで,17-OHPか らF合 成 まで に

関与す るP450c21やP450c11な どの酵素活性 の強 さについて調べ ることがで きる.

そ こで本節 では,ク ロ ミンククジラの副腎皮質 を用 いて14C-17-OHPの 代謝実験 を

行 な った.

材料と方法

副腎試料,試 料調製,代 謝実験および再結晶は本章第1節 で記 した方法と同様

に行 な った.但 し,代 謝 実 験 で は,基 質 と して約10万dpmの14C-17-OHPを 用 い
,

また培養は,NADPH+要 求性の酵素がPか らのコルチコイ ドに関与 しないため
,

NAD+の みの存在 下で行 な った.

結果と考察

NAD+の 存在 下で14C-17-OHPの 副腎皮質 におけ る代 謝実験 を行 な った結果 を

Table1-4お よびFig.1-3に 示 した.今 回の 実 験 では,14C-17-OHP基 質 の ほ ぼ 半 分

が そ の す ぐ下位 の代 謝 産 物 で あ るS(55 .5%,Table1-4)に 変 換 され た こ とに な る .

さ らに代謝経路上でSの 次の代謝物 であるF(8.3%)の 合成 も認 め られ たが
,そ
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の合成 量はSと 比べ て少 なか った.こ の結果は,17-OHP→Sへ の転換 を触 媒す る

P450c21の 作 用 がS→Fの 変換 を触 媒 す るP450c11の 作 用 よ りも強 く
,P450c11の

作用 がF合 成 の律速段階 とな ってい ることを示 している(Fig .1-3).本 章第1,2

節 の各 々においても,P450c21の 作用 がP450c11よ りも大 きいことが示 されてお

り,本実験 で得 られた結果 はこれ らの結果 を支持す るもの とな った
.ま た,17-OHP

の次 の代 謝物であ る21-DOFの 合成 も認 め られ たがその量はわずか(0
.8%)で あ

つた.

さ らに,副 腎 ア ン ドロゲ ンで あ るA(2 .8%)の 合 成 も認 め られ た(Table1-4) .

これ は,17-OHPがP450c17の 作 用 を受 けてAに 変換 され た こ とを示 して い る
.

これ らの 結 果 は,本 章 第1節 にお い て14C-Pregよ りS
,F,Aが 代 謝合 成 され た 事

実 を支持 するもの とな った.合 成 され たA量 はSやFと 比較 して少な く
,ま た,

他 の 副腎 ア ン ドロゲ ンがほ とん ど確 認 され なか った こ とか ら
,P450c17よ りも

P450c21やP450c11の 活性 が強 く,17-OHPはS→Fの 経路へ とよ り多 く代謝 され

ることが判明 した.

Carballeira et al.(1987a)は,座 礁 した コ マ ヅ コ ウ お よ び ジ ェ ル ヴ ェ オ ウ ギ バ ク

ジラ副腎 にお けるコルチ コイ ドのin vitroで の代謝実験 において様 々な基質 を代

謝 させてい るが,そ の種類 に関 らず,Bが 最終産物 と して合成 され
,Fは 産生 さ

れなか った と述べて いる.し か し,本 章で得 られた結果は彼 らの結果 とは異な り
,

14C-Pregの 代謝ではFとBが ほぼ 同量合成 され るこ とが判明 した
.こ の結果 が座

礁 した個体 と捕獲直後の新鮮個体 とい う動物の置かれていた環境 の違 いによ るも

のか,鯨 種 の違 いに よるものなのかは不明であ るが
,本 実験 によ り,鯨 類の副腎

で始めてFの 合成 が直接 的に証明 された .ま た,バ ン ドウイルカ血 中のコル チコ

イ ドについて,Thomson and Geraci(1986)はF:B比 が5:1で あ った と述べ
,
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反 対 にOritz and Worthy(2000)は, B:Fの 比 が4.7:1で あ るい う逆 の報 告 を し

てお り,ど の ような種類 のコルチコイ ドが生合成され分泌されるのかについての

一致 した見解 はない . 今回得られた結果より, 生理的条件によってその比が変化

する可能性があるが, 少な くともクロ ミンククジラの副腎 ではFとBの 合成量 は

ほぼ等 し く, 血中にほぼ同量分泌されるのではないかと推測された.
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第2章

血 清 中cortisol濃 度

Cortisol(F)は 分 子 量362.47の ス テ ロ イ ド骨 格 を もつ 物 質 で あ り
, 代表的な糖

質 コルチコイ ドであ る. ヒ トにおいては, 血 中に分泌 され たFの92%は ス テロイ

ド結合 タ ンパク質 と結合 し, 残 りの8%が 遊離の状態で存在 してい ること, およ

び血 中F濃 度 は朝高 く(50～150ng/mL) 夕 方低 い(0～100ng/mL)と い う 日周 変

動 を示す ことが知 られてい る. また, Fは ス トレスに応 じて分泌 され るため 「ス

トレスホルモ ン」 とも呼 ばれ, その変動を知ることは飼育環境下などで動物の状

態を把握するための有効な手段 となる と考 え られ ている.

鯨類 のF濃 度 に関 しては, 個体にス トレスがかかると考えられる状況で採取さ

れた血 液中のF濃 度 に関 する報告は い くつ かあ るが , それらの多くは平常時のF

濃度 に留意 していない. まず, 座礁 したナガス クジラについて,血 中F濃 度が13

～40nmol/L(4
.7～14.5ng/mL) で あ り, ヒ トに比べて1/15,家 畜動物 と比べて も

1/2と 低 いためにス トレス反応 を示 していないとの報告がある (Kjeld and olafsson,

1987;KjeldandTheodorsdottir,1991). しか し,こ れ らの報告は,平 常時のナガ

ス クジラのF濃 度 について全 く考慮 して いない. ま た, 数種の鯨類について,捕

獲や保定のス トレスが血中F 濃度に及ぼす影響 を調べた報告がい くつかあ るが

(Orlov et al., 1988;St. Aubin and Geraci, 1992; Koopman et al., 1995; oritz and

Worthy,2000), これらの報告においても各鯨種の平均血中F濃 度や平常時の濃度

については考慮 されてお らず, かつ報告間で測定値にばらつきが見られることか
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ら,F濃 度 の高低 や変動について議論で きない状態 にあ る.そ こで,本 章第1節

において,ま ず15鯨 種 の平均血清 中F濃 度 を調べ た.ま た,第1節 の結果 よ り個

体の体サ イズ とF濃 度 との間に負の相関 が認め られたため,第2節 では これ につ

いて さらに詳 しく調べ るこ ととした.

鯨類における血中F濃 度の日周変動については, 唯 一Judd and Ridgway(1977)

がバ ン ドウイル カを保定 したまま 日周変動 を測定 し, 成熟個体と若齢個体とで異

な る変動 を示 すこ とを報告 しているが, 保定した状態での採血が個体にストレス

をかける可能性は高く, 普遍的な結果とは言い難い. そこで本章第3節 では,ミ

ナ ミバ ン ドウイルカお よび シャチ を対象 として尾びれ持ち採血による3時 間お き

24時 間繰 り返 し採血 を行ない, 血清中F濃 度の日周変動を調べた. なお,ス トレ

スのより少ない状態で採血できる点を考慮し, 尾びれ持ち採血方法を採用 した.

陸上哺乳類 において,血中F濃 度が気温などの環境要因や内因的な生理状態(妊

娠や冬眠など)の変化に伴い年周変動を示すという報告がある.鯨類においては,

バ ン ドウイル カお よび シロイルカについて, 季節ごとに平均F濃 度を比較 した報

告があるが (Orlov et al., 1988; St. Aubin et al., 1996), 統一した見解は得られて

い な い.ま た, 年間を通じて定期的に採血を行なった研究はない. そこで本章第

4節 では, シ ャチ を対 象に2週 間ご とに1年 間, 朝夕に尾びれ持ち採血を行ない,

血清中F濃 度の年周変動を調べた.

また,本 章第5節 において, シワハイルカを対象に水族館への搬入後の時間経

過に伴う血清中F濃 度の変動を日周変動に留意 しながら追跡 した. さ らに,水 族

館へ の搬入後, 数年管 にわ た り採血 を行な った シャチ, シ ロイルカ,バ ン ドウイ

ルカについて, その血清 中F濃 度 を測定 した.
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第1節

平 均 血 清 中cortisol濃 度

血 中 の ス テ ロ イ ドホ ル モ ン濃 度 の 測 定 法 と して は,High Performance Liquid

Chromatography(HPLC),Gas Chromatography-Mass Spectrometry(GC-MS),

Radioimmunoassay(RIA)法 な ど い くつ か挙 げ られ る が,微 量 な ス テ ロ イ ドを測

定 す る際 に は,精 度 が高 く一度 に 多数 の 試 料 を測定 で きるRIA法 が よ く用 い られ

て い る.本 節 で は,各 鯨 種 の 平 均F濃 度 を求 め るこ とを 目的 と して,RIA法 を用

い て 鯨 類 の 血 清 中F濃 度 を測 定 した.

材料と方法

試料

15鯨 種(計1,351検 体),す なわ ち千葉県鴨川シー ワール ドの飼 育鯨種 であ る

アマ ゾンカ ワイルカInia geoffrensis,イ ロワケイルカCephalorhynchus commersonii,

バ ン ドウイルカTursiops truncatus,カ マイル カLagenorhunchus obliquidens,シ ャ

チOrcinus orca,オ キゴ ン ドウPseudorca crassidens,ハ ナ ゴン ドウGrampus griseus,

コ ビレゴ ン ドウGlobicephala macrorhynchus,ネ ズ ミイルカPhocoena phocoena,シ

ロイル カDelphinapterus leucas,コ マ ヅコウKogia breviceps,オ ガワコマ ツコウ

Kogia simaお よび1986/87年 に水産庁北洋 イル カ資源調査 において イシイル カ専

門調査船 によ り突 きん棒漁法で捕獲 されたイ シイル カPhocoenoides dalli,和 歌 山

県太地町 にお けるイル カ追込漁業 によ り1984年 に捕獲 された コ ビレゴン ドウお

よびス ジイル カStenella coeruleoalba,(財)日 本鯨類研究所 が実施 した 「1989/1990
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期 南 氷 洋 産 ミ ン ク ク ジ ラ捕 獲 調 査 」 に よ り捕 獲 さ れ た ク ロ ミ ン ク ク ジ ラ

BalaenoPtera bonaerensisを 対象 として,各 々の血清F濃 度 をRIA法 によ り測定 し

た.採 取 した血液 は,室 温で遠心分離 も しくは数時間静 置 して上清 を回収 し,こ

の血清 を冷凍庫で実験 まで保存 した.な お,上 記試料 の測定 数 をTable2-1に 示 し

た.

RIA法 による血清中F濃 度測定

RIA法 に よ る血 清 甲 のcortisol濃 度 測 定 は,Aida et al.(1984)の 方 法 を改 変 し

て行 な った.氷 冷 した180μLの0.1%gel-PBS(0.2mM phosphate buffered saline,

pH7.5,containing0.1%gelatin,0.14M NaCl,0.1%NaN3)を 入 れ た試験 管 に 各鯨

類の血 清20μLを 加 え,全 体 で200μLと した.こ れ に2mLの ジエ チ ル エ ー テ ル を

加え,室 温 で ダ イ レ ク トミキ サー に よ り5分 間振 蕩 した後,-80℃ の 冷 凍庫 に15

分間 静 置 して水 層 を凍 結 させ,エ ー テ ル 層 の み をデ カ ンテ ー シ ョ ンに よ り試 験 管

に移 した.再 度2mLの ジ エ チ ル エ ー テ ル を加 え,同 様 の操 作 を行 な った.回 収 し

たエ ー テ ル 層 を遠 心 エ バ ポ レー タ ー で 乾 固 させ た後,200μLの0.1%gel-PBSを 加

え て 溶 解 し た.こ れ に100μLの3H-labeledcortisol([1,2,6,73H(N)]-hydrocostisone,

Du pont/NENResearchProducts)と200μLのF抗 体 を 加 え,4℃ 冷 蔵 庫 中 で1晩 培

養 し た.抗 体 は,Cosmo-Bio社 のFKA404(cortisol-3-O-carboxymethyl-oxime-BSA

を ウ サ ギ に 投 与 し作 製 し た 抗 体)の 粉 末 を4mLの 蒸 留 水 に 溶 解 し,こ の1mLに

EDTA-PBS(0.01M phosphate bufferd saline,pH7.5,0.14M NaC1,0.05M EDTA and

0.1%NaN3)を124mL加 え た も の を使 用 し た.培 養 後,250μLのdextran-charcoal

mixture(5g of Norit-A and0.5g of Dextran T-70in1000mL of PBS)を 加 え,ダ イ レ

ク ト ミ キ サ ー で 軽 く振 蕩 し,20分 間 氷 冷 しな が ら静 置 し た.静 置 後,3,000rpm,
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4℃ で15分 間遠 心 分 離 し,上 清 をバ イ ア ル に移 し,こ れ に3mLの シ ン チ レー タ ー

(8g Omnifour,Packardを4Lト ル エ ンに 溶解)を 加 え,3Hの 放 射 活 性 を液 体 シ ン

チ レー シ ョ ンカ ウ ン ター で 測定 した.

Fig.2-1に オガワコマ ッコ ウを除 く14鯨 種 の血 清希釈曲線 を示 した.標 準 曲線

と各鯨類 の血清希釈液 による競合曲線 との平行性 の検定は,2×2点 法 によ り行な

った.標 準 曲線 は0.078～10ng/mLの8点 で作成 し,全 ての鯨種 の血 清希釈 曲線 と

標 準曲線 との 間には平行性 が認め られた.ま た,「B0の 放射活性量」に対 す る 「B0

の放射活性 量の標 準偏差の2倍 」の割合 をS(%)と して,標 準曲線 におけ るB/B0

(3H-FとF抗 体 とのBinding/非 標識抗体 が含 まれ ていない時の3H-Fと 抗体 の

Binding,%)の100%か らSを 引いた点 が示す濃度 をア ッセイの最 小検 出限界 と

して求めた結果,0.039ng/mLで あ った.ア ッセイ内変動お よび ア ッセイ 間変動 を,

代表 としてシ ャチの血清 を用 いて測定 した結果,各 々1.9%お よび3.2%(共 にn=5

×3組 間での変動),回 収率は90%で あ った .

抗体の反応特異性についての確認

各鯨種 の200μLの 血清 に200μLの0.1%gel-PBSを 加 え,こ れに2mLの ジエ

チルエーテル を入れダイ レク トミキサーで5分 間攪拌 した.攪拌 後,-80℃ 冷凍

庫 に10～15分 間入れて水層 を凍結 させ,凍 結 しない上層 のエーテル層 のみ をデカ

ンテー シ ョンに よ り試験管 に移 した.こ の抽 出操作 を2度 繰 り返 し,回 収 したエ

ーテル層 を遠心 エバ ポ レー ター で乾 固させ た後
,200μLの0.1%gel-PBSで 溶解

した.

次 に ，5mLの100%メ タ ノー ル でconditioningし,さ らに5mLの0.1%gel-PBS

で 洗 浄 したSep-PakC18カ ー トリ ッジ(Waters)を 用 意 し,こ れ に 先 ほ ど溶解 した
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200μLの 抽 出 液 を滴 下 した.ま ず,5mLの0.1%gel-PBSで 水 溶性 物 質 を洗 い 流

し,カ ー トリ ツジ に残 存 して い るス テ ロイ ドを5mLの100%メ タ ノー ル で 回収

した.3H-cortisolを 用 い て測 定 したSep-PakC18に お け る回 収 率 は85.9%で あ っ た.

回収 した液 体 を凍 結 乾 燥 器 に よ り乾 固 させ,200μLの50%メ タ ノー ル で 溶 解 し,

こ れ を 液 体 ク ロ マ トグ ラ フ ィー 用 フ ィ ル タ ー(Ekicrodisc Acro LC,Gelman

Science)で ろ過 し,HPLC用 溶液 と した.

次 に,HPLCに よ る分離 精 製 を行 な った.逆 層 カ ラ ム(Wakosil-II5C18-HG,4.6mm

×250mm,Wako)を 用 い,9種 類 の 副 腎皮 質 ホ ル モ ン(全 てSigma),す な わ ち

Aldo,cortisone,18-hydroxycorticosterone,F,18-hydroxydeoxy-corticosterone,21-DOF,

S,Bお よ びDOCを 分 離 可 能 な 条 件(50%メ タ ノ ー ル,flowrate:1.OmL/min)に 設

定 したHPLC(Hitachi,L6200intelligent pump,L5020oven,L4000UV detector，

D2500chromato-integrator)に 付 し,1分 ご とに40画 分 に 分 離 し回 収 した.標 準 物

質 の ピー ク はUV240nmで 検 出 した.各 副 腎皮 質 ホル モ ン標 準 物 質 の保 持 時 間は,

aldosteroneの7.69±0.27分 か らDOCの35.16±2.24分 にお よび,代 表 的 な もの と

して はFが11.19±0.47分,21-DOFは15.83±0.78分,Sは18.39±0.93分,Bは

20.09±1.09分 で あ っ た.FKA404抗 体 を用 い て,各 鯨 種 の血 清 を上 記 の通 りHPLC

で分 離 した 全 画 分 でFと して 測定 さ れ た濃 度 の 総 和 に対 す る,F画 分(11.19±0.47

分)中 のF濃 度 の 割 合 を測 定 した結 果 をTable2-2に 示 す.ま た,一 例 と して,ネ

ズ ミイ ル カ に つ い て,HPLCの 保 持 時 間 を横 軸 に,全F濃 度 に対 す る各 画 分 のF

濃度の割合 を縦 軸に とった ものをFig.2-2に 示 した.こ の結果,全 画分 でFと し

て測定 された濃度 に対 してF画 分の 占める割合 が70.5～100%と 高 い割合 を示 し

てお り(平 均93.1%),FKA404抗 体 は,Fに 対 する反応特 異性 が高 く,F濃 度の

RIA法 による測 定 に適 してい る ことが証 明され た.し たが って,本 研究で は,
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FKA404抗 体 を用 いてF濃 度 を測定 するこ ととした .

結果と考察

各鯨 種の平均F濃 度(平 均 ±標準偏差),中 央値お よび範囲 をTable2-1に 示す .

これ によれば,15鯨 種の平均F濃 度 は シャチの2 .9±2.9ng/mL(中 央値2 .Ong/mL)

か らス ジイ ル カ の39.9±14.3ng/mL(中 央 値25 .2ng/mL)ま で広 範 囲 に わ た る こ と

が判 明 した.ま た,ど の鯨 種 にお い て も,平 均 値 と中央 値 とは よ く一 致 してい た .

平 均F濃 度 の低 い鯨 種 と して は シ ャチ や ク ロ ミン ク クジ ラ(3 .5±3.2ng/mL),

シ ロ イル カ(6.8±5.4ng/mL)な ど,今 回測 定 した 中 で は比 較 的大 型 な鯨 類 が多 く
,

ま た 濃 度 の 高 い もの と して は ス ジ イ ル カ を始 め と して イ ロ ワ ケ イ ル カ(34 .7±

17.1ng/mL),カ マ イ ル カ(28 .9±20.7ng/mL)な ど比 較 的 小 さな鯨 類 が多 く認 め ら

れ た.

そこで,測 定 された15鯨 種 の血清F濃 度 と体サイズ との相関関係 を調べ るため
,

縦 軸にF濃 度 を,横 軸に体 サイズ として各鯨種 の平均体長の3乗 の対数(log)を

取 り,各 々の 鯨 種 につ い て 平均 値 を プ ロッ トした(Fig .2-3).そ の 結 果,F濃 度 を

y,体 長 の3乗 をxと してy=-10.664x+95.339(r2=0.31)の 回帰 直 線 が得 られ,両

者の間に有意 な負の相関関係 が認め られ た(p<0.05).次 に,15鯨 種の 中か ら野生

個体 であ るクロ ミンククジラ,イ シイル カ,コ ビレゴン ドウ(野 生)を 除いた飼

育個 体のみ13鯨 種 において,同 様 にF濃 度 と体 サイズ(飼 育個体 は体 重の対数 を

使用)と の相 関関係 を調べ た ところ(Fig.2-4),両 者 の間にはy=-17 .958x+61.738

(r2=0.68)の 回帰 直線 が得 られ,よ り強い負の相関関係 が認 め られた(p<0 .01).

過 去に報告 された鯨類のF濃 度 と今回測定 した濃度 を比較 す ると,ま ずバ ン ド
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ウ イル カ に つ い て は,本 研 究 で得 た 平 均 値 は11.0±9.2ng/mL(n=230)で あ り,

Medway et al(1970)の 報 告 した バ ン ドウイル カ の血 中F濃 度(17～30ng/mL)や,

Orlov et al(1988)が 報 告 した黒 海 産 バ ン ドウイ ル カ の血 中F濃 度(春 ―32.7±

2.5mg/mL,秋 ―23.5±3.9ng/mL),Oritz and Worthy(2000)の 報 告 したバ ン ドウ イ

ル カのF濃 度(28±10ng/mL)な どに比 べ て 半分 以 下 の 低 い 値 とな っ た.但 し,

Thomson and Geraci(1986)に よ り報 告 され たバ ン ドウ イル カの 安 静時 血 中F濃 度

(10.9ng/mL)と 同様 の値 で あ った.シ ロイル カ にお い て も同様 に,本 研 究 で得 ら

れ た平 均 濃 度(n=82)は6.8±5.4ng/mLで あ り,Orl0v et al(1988)が 報告 した シ

ロ イル カ のF濃 度(春 ―299±6.5ng/mL,秋 ―21.5±4.2ng/mL)に 比 べ て極 め て低

い値 とな った.ま た,ク ロ ミンク ク ジ ラ の平 均F濃 度 は3.5±3.2ng/mLで あ り,

同 じヒゲ クジ ラ類 の ナ ガ ス クジ ラ に お い て報 告 され た4.7～14.5ng/mLと い う血 中

F濃 度(Kjeld and Olafsson,1987;Kjeld and Theodorsdottir, 1991)に 比 べ て やや

低 い値 が 得 られ た.今 回 得 られ たF濃 度 の うち.既 存 の 報 告 と比べ て低 い値 を 示

した飼育個体については,搬 入直後の個体の血液も混在 しているものの,長 期飼

育されている健康な個体や尾びれ持ち採血をされた個体の血液が多く混ざってい

ることを反映した結果であると考えられる.す なわち,本 実験で得 られたF濃 度

はこれらの鯨種における安静時のF濃 度に近い値であると考えられる.野 生個体

については捕獲方法や追尾時間などがF濃 度に影響 していると考えられるが,今

回の実験ではそれらの情報が十分には得られなかった.今 後,捕 獲に関するそれ

らの情報を把握 した試料を増やし,野 生個体のF濃 度ついて検討 してい く必要が

ある.
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第2節

体 サ イ ズ と血 清 中cortisol濃 度

第1節 にお いて,入 手可能な15鯨 種 の血清 を用 いて血清F濃 度 を測定 した とこ

ろ,各 鯨種 の平均F濃 度はシャチの2.9ng/mLか らスジイルカの39.9ng/mLま で

の広範 囲にわた り,ま た,種 間で濃度 と体サイズ との間に負の相 関関係 が認 め ら

れた.し か し,こ の実験 に使用 した試料は採血時刻 や個体 の成熟段 階,飼 育状 態

な どに配慮 してお らず,体 サイズ とF濃 度 との相関についての正確 な情報 を得 る

ためには厳密 な実験 を行 な う必要があ る.そ こで,長 期飼育 され ている健康 な個

体 において,採 血時刻や成熟段階,採 血 方法な どに留意 した上 で実験 を行 ない,F

濃度 と体 サイズ との負の相関関係 を確 認 した.

材料と方法

1997お よび1998年 に,鴨 川 シー ワール ドで長期飼 育中の健康 で成熟 してい る5

鯨種,す なわちシャチ(メ ス,オ ス各1頭),シ ロイル カ(メ ス,オ ス各1頭),

バ ン ドウイル カ(メ スオス各1頭),カ マイルカ(オ ス1頭),イ ロワケイル カ(オ

ス1頭)よ り,09～10時 の 間に尾びれ持 ち採血 を行 ない,そ の後適 当な間隔 をあ

けて1ヶ 月間に採 血 を5回 行 な った.ま た,1998年7月 に国営沖縄記念公園水族

館 で飼 育 されてい る ミナ ミバ ン ドウイル カTursiops aduncus(オ ス4頭,メ ス1頭),

オキゴ ン ドウ(メ ス,オ ス各1頭)も 同 じ く09～10時 の間に尾びれ持 ち採血 を行

ない,こ れを適 当な間隔 を開けて5回 行 な った.

得 られ た血清 中のF濃 度 をRIA法 に よ り測定 し(本 章第1節 参照),ま た,採
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血日前後に測定された体重の値をもとに,個 体間のF濃 度 と体重(体 サイズ)と

の相関関係の有無を各園館ごとに調べた.

結果と考察

Fig.2-5に 鴨川 シー ワール ドの飼 育個体 における血清F濃 度 と体重 の対数 との

相 関 を示す.全 個体の結果 と しては,体 サイズが大 き くな るにつれてF濃 度が低

くなる傾 向は見 られ たものの(y=-2 .606x+11.688, r2=0.28),有 意 な相 関は認め

られな かった.Fig.2-5を 見 ると,オ スの シロイルカの値が濃度の高い方 向へ大 き

く外 れてお り,こ の値 が全体の相 関を弱 めているもの と考 えられた .さ らに,他

の どの個体 にも見 られたなか ったが,こ のオスの シロイルカのみにおいて
,本 実

験 の5試 料 の平均濃度(10.1±3.6ng/mL)が 本実験以外 で過去 に採取 した 同 じ個

体 の12試 料の血清平均F濃 度(4.1±4.2ng/mL)よ りも極 めて高い値 を示 してい

た た め,こ れ らをt検 定 に よ り比 較 した とこ ろ,本 実験 の 濃 度 が 有意 に高 い こ と

が 判 明 した(p=0.014).そ こで,こ の オ ス の値 を除 き体 サ イ ズ とF濃 度 との 相 関

関 係 を求 め た とこ ろ,y=-2.916x+11.695(r2=0 .62)で 有意 な逆 相 関 が認 め られ

た(p<0.05,Fig.2-6).ま た,国 営 沖 縄 記 念 公 園水 族 館 で 飼 育 され て い る ミナ ミバ

ン ドウイ ル カ お よ び オ キ ゴ ン ドウの 平 均 血 清F濃 度 を求 め た結 果
,や は り体 重 の

小 さ い ミナ ミバ ン ドウ イ ル カ(2.6±1 .0ng/mL)の 方 が オ キ ゴ ン ドウ(1 .8±

0.5ng/mL)に 比 べ て 高 い 平均 値 を 示 す こ とが 判 明 した(Table2 -3).

前節および本節の実験で得られた体サイズと血清F濃 度の負の相関については
,

Fが 糖新生など個体のエネルギー産生に深く関わるホルモンであることに関係し

ているためであると推察される.す なわち,体 サイズが大きくなるほど体表面積
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に対する体積の割合が小さくなり,熱 効率が良 くなるため,大 型になるほどエネ

ルギー産生に関わるホルモン濃度が低濃度になるという推察が成 り立つ.さ らに,

計測学的生物学の視点に基づいた研究で大型鯨類になるほど副腎の体重比が小さ

くなるという報告があるが(Slijper,1958),こ れらの報告は今回得 られた結果 と

符合するものと思われる.し かし,体 サイズとF濃 度が負の相関を表す意味や
,

副腎の大 きさと血清F濃 度の関係,お よび各々の鯨類におけるF要 求性器官での

有効F濃 度などについてのさらなる詳 しい研究なくしては,今 回得 られた結果の

意味を十分理解することは難しく,今 後更なる研究が必要である.
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第3節

日周変動

陸上哺乳類の血中F濃 度に関 して, 昼行性動物においては早朝 に高 く夕刻に低

く,夜 行性動物においては早朝に低 く夕刻に高いという日周変動を示すことが知

られてい るが,鯨 類の 日周変動 については保定 したまま採血されたバ ン ドウイル

カについての報告があるのみである (Judd and Ridgway,1977). そこで,本 節 で

は,長 期 間飼育 され, 尾びれ持ち採血に十分慣れているシャチおよびミナミバン

ドウイルカ を用 いて3時 間お き 24時 間繰 り返 し採血 を行ない,血 清F濃 度の 日周

変動の有無を確認した.

材料と方法

1997年1月,千 葉 県鴨 川 シー ワー ル ドで飼 育 されている2頭 の シャチ,オ ス(体

長493cm,体 重1920kg) お よび メス(体 長493cm,体 重1820kg)を 対 象 と して ,

尾 びれ 持 ち採 血 に よ り09,12,15,18,21,24, 翌03,06時 の計8回 の繰 り返

し採血 を1度 行な った.さ らに2000年6月, 沖縄県国営沖縄記念公園水族館で飼

育 され てい る2頭 の ミナ ミバ ン ドウイル カ, オ ス1(体 長258cm,195kg)お よび

オ ス2(体 長257cm,体 重195kg)を 対 象 と して, 尾 びれ 持 ち採 血 に よ り,09,12,

15,18,21,24,翌03,06,09時 の 計9 回の繰 り返 し採血 を2度 行な った.得 ら

れ た血清 中のF濃 度 をRIA法 によ り測定 した (本章第1節 参照).

結果と考察
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シャチ にお ける血 清F濃 度 の 日周 変動 をFig. 2-7に 示 す.オ ス に つ い て は,採

血 開始 時 の9時(2.8ng/ml)か ら24時(0.8ng/ml)ま で徐 々 に下 が り続 け,翌6

時(2.0ng/ml)に 再 度 高 くな っ た.メ ス に お い て は,採 血 開 始 時 の9時(3.8ng/ml)

か ら18時(0.8ng/ml)に 向 か って 徐 々 に低 くな り,21時 に 一 旦高 濃 度(3.0ng/ml)

を示 した後24時 に再 度 低 濃 度(1.3ng/ml)を 示 し,翌3時(4.0ng/m1)お よび6

時(3.5ng/ml)に 高 くな った.こ れ ら2頭 のF濃 度 平 均 の 変 動 に つい て は,1日 の

全F濃 度 の 平均 は2.2±0.8ng/mLで あ り,平 均 濃 度 に比 して,採 血 開 始 時 の9時

(3.3ng/mL)お よ び翌6時(2.8ng/mL)のF濃 度 が顕 著 に 高 くな り,一 方,18時

(1.3ng/mL)お よび24時(1.1ng/mL)のF濃 度 が顕 著 に低 くな った.こ の 結 果,

9時 か ら18時(1.8ng/mL)に か け て 経 時 的 に低 くな り,メ ス のF濃 度 上 昇 に伴 い

21時 に 一 旦高 くな った後(25.ng/mL),24時 に再 度 低 くな り,翌3時 か ら翌6時

にか け て 高 くな る変動 パ ター ンが認 め られ た.し か し,2個 体 か ら1回 ずつ 行 な

った の み で あ り,統 計 的処 理 は不 可 能 で あ った.

次 に,ミ ナ ミバ ン ドウイ ル カ にお け る血 清F濃 度 の 日周 変 動 をFig. 2-8に 示 す.

2頭2回 計4回 の 平均 値 につ いて 見 る と,1日 の 全F濃 度 の 平 均 は5.0±2.6ng/mL

で あ った が,18時 には 平 均2.7±0.7ng/mLと1日 の 平 均 と比 べ て有 意 に低 くな り,

朝03時 には 平 均7.8±3.0ng/mLと 有 意 に高 くな る こ とが 明 らか にな った(共 に

t-test, p<0.05).

Fig. 2-7お よびFig. 2-8に 示 したよ うに,両 種 にお いて,採 血 開始時の09時 よ

り18時 に向か って徐 々にF濃 度 が低下 し,18時 に最低 とな った.そ の後,ば ら

つ きは大 きい ものの,い ずれ も翌朝3時 ～9時 に向か って上昇 した.こ れ らの結

果は,長 期飼育 されてい る個体 か ら尾 びれ持 ち採血 によ り得 られ たものであ り,

採血時 に個体 にかか るス トレスが よ り少ない もの と考 え られ,血 清F濃 度の基本
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的な日周変動を示したものであ ると考え られ る.

血中F濃 度の日周変動をもたらす要因としては, 明暗 リズムやそれに伴 う睡眠 リ

ズム (Orth et al., 1967; Luboshitzky, 2000), 活 動パ ター ンの変化 な ど,内 因的な生

理状態の変化が挙げられる. シャチおよび ミナ ミバ ン ドウイルカにおけ る血 清F

濃 度 の 日周 変 動(Fig. 2-7, Fig. 2-8) は陸上の昼行性動物に類似した変動を示して

おり,両種の活動 リズムが昼行性動物と同 じであるこ とを示唆 してい る.し か し,

水族館の営業時間の都合上, 実験対象個体の運動や摂餌の時間帯が飼育員の日常

業務時間帯と一致するため, 飼育下の鯨類は昼行性 にならざるを得ず,F濃 度の

日周変動が昼行性動物 と似たパターンを示 したもの とも考え られ る.今 回得 られ

たF濃 度の日周変動が野生個体においても同様に認められるか否かは不明である

が,本 研究結果 は,今 後, 飼育個体の血中F濃 度を評価する際に,採 血時刻に留

意 し,可 能な限 り採血時刻 を一定 に して比較する必要があることを提示するもの

とな った.鯨 類 においては, Judd and Ridgway (1977) がバ ン ドウイル カにお ける

血中F濃 度の 日周変動を測定 し,成 熟個体においては18時 まではF濃 度が低 く

(<50ng/mL),加 え て夜 間 に160ng/mL に達 す るピー クが数 回起 こった と報告 し

ている.本 実験において両鯨種で得 られた夕刻に低くなるという結果は彼らの結

果 と一致す るものであ り, また,シ ャチの メス においてみ られ た21時 の ピー クは

Judd and Ridgway (1977)の 報告 で見 られ た夜間 に数回 ピー クが起 こる現象 に関係

があ る可能性 も否定 で きない.し か し,シ ャチのオスお よび ミナ ミバ ン ドウイル

カにおいては夜 間のF濃 度上昇 は認 め られな かった .し たが って,シ ャチの メス

にお ける21時 のF濃 度上昇は普遍的 なものではな く,採血時 に何 らかの事態が生

じた可能性が考 え られ るが,採 血前 のこの個体の行動観 察にお いては 目立 った変

化 が認 め られず,そ の原 因 については不明であ る .

35



第4節

年周変動

陸 上 哺 乳 類 の 血 中F濃 度 の 年 周 変 動 に つ い て は,ヒ ト(Agrimonti et al., 1982;

Maes et al., 1997;Walker et al., 1997)を 始 め と し て,ト ナ カ イRangifer tarandus

(Bubenik et al., 1998),コ ウ モ リMyotis lucifugus lucifugus (Gustafson and Belt,

1981),サ ルSaimiri sciureus (Wilson et al., 1978; Schiml et al., 1999)な ど 様 々 な

種 において研 究 されてい る.一 般 的に,Fは 生体 内のエネルギー要求 に応 じて血

中に分 泌され るとい う性 質 を持 つこ とか ら,冬 や冬眠期 に血 中F濃 度 が高 くな る

傾 向が認 め られ るが,種 間,報 告間で時期 や変動パ ター ンに相 違があ る.ま た,

気温 な どの環境 要因の他,動 物の生理状 態,す なわち妊娠 や冬眠 な どにお いてF

の年周変動 が生 じる と考 え られ ている.

鯨 類 においては季節 ごとのF値 に関す る報告 が2つ あ るが(Orlov et al., 1988;

St. Aubin et al., 1996),両 研究共 に試料数が少な く,季 節 とい う括 りでのみ の議

論に留 ま り,か つ,一 致 した見解 は得 られ ていない.そ こで本節 では,血 清F濃

度の詳 しい年周変動 を追跡 す るため,3個 体 のシャチを対象 として1年 間 を通 じ

て2週 間間隔で,か つ採血 時刻 をそ ろえて採血 を行ない,血 清F濃 度の年周変動

を調べ た.

材料と方法

1996年10月 ～1997年9月 末 まで の1年 間,約2週 間 間 隔 で,鴨 川 シ ー ワー ル

ドで飼 育 され て い る3頭 の シ ャチ,オ ス1(体 長618cm,体 重3050kg),オ ス2(体
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長493cm,体 重1920kg)お よび メス(体 長530cm,体 重2460kg)よ り,9～10時

お よび16～17時 の 間の1日2回,尾 びれ持 ちによ り採血 を行な った.オ ス1お よ

びメスのシャチは採血開始時点ですで に性成熟 に達 してお り,ま た,メ スにおい

ては全 ての採血期間 中にわた って妊娠 していた.オ ス2は 採血期 間中にT濃 度 が

Ong/mL前 後だ った ものが数ng/mLに 上昇 し始 めたため,性 成熟 に達 した もの と

判断 した.採 取 した血液 中のF濃 度はRIA法 によ り測定 した(本 章第1節 参照).

結果と考察

シャチ におけ るF濃 度の年周変動 を個体 ごとにFig.2-9に 示 した.F値 は各 々09

～10時 と16～17時 に分 けて示 し,上 段 には オス1の,中 段 にはオス2の,下 段

には メスの年周変動 を示 した.前 節 の 日周変動 の結果 よ り,夕 刻 にはF濃 度 が最

低 に達 する と考 えられ るため,各 個体 におけ る09～10時 のF濃 度のみ を用 いて,

Microsoft社 製 「Statistica」を用いた 自己相 関解析に よ り年周 リズムの有無 を求 め

た.そ の結果,血 清F濃 度 の変動 には,オ ス においては夏 に濃度が低 い傾 向が認

め られ,ま た,メ ス においては約4.7ヶ 月の周期性 をもつ濃度の低 下が認 め られ

た(P<0.05).

オス1のF濃 度は12～2月 に高 い一方4～9月 に低 くな り,ま たオス2に おいて

はば らつ きがあ るが6～9月 にF濃 度 が低 くな り,これ ら2頭 においては夏に低濃

度 とな るとい う共通の傾 向が認め られた.Orlov et al.(1988)は,黒 海産のバ ン

ドウイルカお よびシ ロイルカの血 中F濃 度 にお いて,秋 よ り春のほ うが高 い季節

間変動が見 られた と述べ てい るが,秋 や春 が何 月であ るか を明記 していないため,

今回得 られた結果 を彼 らの報告 と比較す ることはで きない.し か し,ヒ トにお い
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て,春 か ら 夏 に か け て 低 く,秋 か ら冬 に か け て 高 くな る と い う 報 告 が あ り

(Agrimonti et al.,1982),今 回得 られ た オ ス の 結 果 と一 致 す る .

メスの血 清F濃 度 においては,約4 .7ケ 月の周期性 が認め られ,オ スのF濃 度

の変動 とは異 なる周期性 を持 つ可能性 が示 された .妊 娠 していない ヒ ト女性 にお

いて,血 中F濃 度 が4ヶ 月お よび7ヶ 月の周期 で高 くな るとい う報告 があ り(M
aes

etal.,1997),ま た,ウ マでは,妊 娠 していない時の血 中F濃 度は約3ヶ 月 ご との

周期性 を示すのに対 して,妊 娠個体 では1年 周期の年周変動を示 すこ とか ら
,妊

娠 がF濃 度の年周 変動 を変化 させ たとい う報告 もある(Flisinska-Bojanowskaetal
.,

1991).今 回実験 対象 と した シャチのメスは採血期間 を通 じて妊娠 していたが
,そ

の血清F濃 度 の年周変動は これ らの妊娠 していないメスの哺乳類 に類似 した変動

を示 す とい う結果 とな った.4 .7ケ 月 とい う周期の意味 について調べ るため
,同 試

料中の妊娠 中に高 くな る性 ステ ロイ ドのprogesterone(P)濃 度 をRIA法(Aida et

al., 1984)に よ り測定 した(Fig .2-10).そ の結果,F濃 度 が減少 してい る時にP

濃度が上昇 してい る傾 向が認め られたため,F濃 度 とP濃 度 との相 関を調べ た と

ころ,負 の相 関が認 め られた(p<0 .001, Fig.2-11).こ の相 関関係の表す意味 に

ついては不明であ るが,生 殖活動 が糖質 コルチ コイ ドの濃度 に影響 を与 える とい

う報告は多 くの動物 で見 られ(Place and Kenagy, 2000)
,ま た,妊 娠 したア フリ

カ ゾウLoxodonta africanaに お いて,F濃 度 とP濃 度の間に負 の相関 が見 られた と

の報告 がある(Bechert et al., 1999).こ れ らの知見 と今回の結果が一致 するこ と

か ら,妊 娠 中のF濃 度 がP濃 度 によ って何 らかの影響 を受けてい るもの と考 え ら

れ る.

上 記の通 り,今 回の研 究において,シ ャチのオス とメス とで異なるF濃 度 の年

周変動 を してい る可能性 が示 された.し たが って ,年 周変動 については,オ ス と
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メスをー括 りにして議論をすると実際の変動が見過ごされる恐れがあり,注 意が

必要 である.

Fig.2-12に 個 体 ご との 朝 と夕 刻各 々 の平 均F濃 度 を示 した .t-testの 結 果,オ ス

1(Fig.2-12-a)に お い て は 朝 の 濃 度(2 .5±2.2ng/mL)は 夕 刻 の 濃 度(1.3±1 .3ng/mL)

と比べ て 有 意 に 高 く(p<0.05),ま た メ ス(Fig .2-12-c)に お い て も朝 の値(3 .2±

0.8ng/mL)は 夕 刻 の 値(1.6±0 .6ng/mL)と 比 べ て極 めて 有 意 に高 か っ た(p<0 .01).

また,オ ス2(Fig.2-12-b)に お いて は,有 意 差 こそ な か った もの の ,や は り朝 の

値(1.6±0.9ng/mL)は 夕 刻(0.9±1.1ng/mL)に 比 べ て 高 い 値 を示 し ,こ れ らの結

果は,前 章の日周変動の結果を支持するものとなった.ブ タにおいて慢性的なス

トレスが血中F濃 度に与える影響は時刻によって異なり,日 周変動でF濃 度が高

い朝はス トレス に対 して有意 には反応 せず,夕 刻ではス トレス反応 と してF濃 度

の増 加 が 大 き く起 こ る とい う報 告 が あ る(Janssens et al., 1995).今 回対 象 と した

シャチのオス2に おいては,オ ス1や メスよ りも体 が小 さいこ ともあ り
,日 常的

に他個体から追尾や噛みつきなどの攻撃行動を受ける回数が圧倒的に多かった.

この ことか ら,オ ス2は 飼育 プール 内でのパ ワーバ ラ ンスに よる慢性 的なス トレ

ス状態におかれていたとも推測でき,朝 と夕刻のF濃 度の差が有意でないことは

これ らの こ とが要 因のー つである可能性 もあ る .
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第5節

水族館 搬入後 の時間経過 に伴 うcortisol濃 度 の変化

野生動物が捕獲され動物園や水族館へと搬入 ・飼育されるという事例は,あ え

て列挙す るまで もな く,ま たその賛否 に関 らず,日 常 的に起 こ ってい る.近 年 ,

捕獲や移動などに関して,動 物にとってよ り良い方法を探る試みが多くなされて

お り,そ の際,動 物の生理状態 を評価 す る指標 の1つ として,主 要な副腎皮質ホ

ル モ ン,特 にF濃 度 が使 用 さ れ て きた(Morton et al., 1995).

鯨類において,捕 獲や飼育環境への搬入による生理状態の変化を調べるための

指標としてF濃 度を使用 した例 としては,捕 獲 した黒海のバ ンドウイルカにおい

て拘束 した時 間の長 さによ りF濃 度の変化 に違 いがあ るとい う報告(Orlov et al.
,

1988)や,追 跡捕獲直後の シロイルカは5～10週 間飼育 した後 に比べ,副 腎皮質

刺激ホルモン様物質投与に対する副腎からのF分 泌反応が大きいという報告(St

Aubin and Geraci, 1990),さ らに野 生 のバ ン ドウ イル カ は半 飼 育 個体 よ りもF濃

度 が高 い とい う報告(St.Aubin et al., 1996),お よ び 野 生 のバ ン ドウ イル カ を短

時 間捕 獲 ・拘 束 して もF濃 度 は変 化 しな い とい う報 告(Oritz and Worthy, 2000)

が挙げられる.さ らに,飼 育下への搬入後の比較的長期 にわたるF濃 度研究 とし

て はSt.Aubin and Geraci(1989)の 報 告 が あ り,彼 らは シ ロイ ル カ にお い て プー

ルへの搬入後の数日間は血中F濃 度が上昇 したが10週 間後には減少 してお り,こ

のF濃 度の変動が馴化の過程を表すと推察した.し か し,彼 らは採血時刻や10

週目以降にF濃 度がさらに減少する可能性について留意しておらず,F濃 度の低

下が馴化 を表 してい るとは一概 に言えない.そ こで本節 では,F濃 度 の変化 を追

跡することにより,水 族館搬入後の個体の生理的変化を推察することを目的とし
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て,シ ワハイルカ を対象 と して,採 血時刻 に留意 しつつ,水 族館への搬入後 の時

間経過に伴う血清F濃 度の変動を調べた.ま た,不 定期ではあるが,水 族館搬入

後,数 年間 にわた り継続 して採 血 を行 なってい るシャチ,シ ロイル カお よびバ ン

ドウイルカを対象として血清中F濃 度を測定 した.

材料 と方法

1998年9月5日,沖 縄県宜野座村の港内に迷入 し,沖 縄県国営沖縄記念公園水

族 館 に収 容 さ れ た シ ワハ イル カsteno bredanensis(オ ス,BL243cm,BW130kg)

よ り,継 続 して18ヶ 月間(2000年3月 まで)の 採血 を行 な った.採 血 は,朝09

～10時 の間 に収容 プール を落水 し,担 架 を使用せず飼育員数名 でイル カを保定 し,

尾びれ静脈 よ り行な った(但 し,搬 入 直後 は担 架上 で15時 に採血 した).ま た,

シ ャチ(オ ス;1988年 搬 入,メ ス;1998年 搬 入),シ ロ イル カ(オ ス;1990年 搬

入,メ ス;1990年 搬 入)お よび バ ン ドウイ ル カ(オ ス;1985年 搬 入,メ ス;1988

年搬入)に おいて,搬 入後から採血時刻は一定ではないが,継 続 して採取された

試料 について コルチ ゾル濃度 を測定 した.但 し,採 血 方法については,保 定 した

ものや陸揚げして行ったものなど様々なものが含まれている.採 取 した血液中の

F濃 度 はRLへ 法に よ り測定 した(本 章第1節 参 照).

結果と考察

シワハイルカの水族館への搬入後の時間経過に伴う血清F濃 度の変化をFig.

2-13に 示 す.1998年9月 の搬 入 直 後,シ ワハ イル カ のF濃 度 は35.4ng/mLと 高 く,
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測定2回 目に該 当す る4日 後には162ng/mL に半減 したが,搬 入2ヶ 月後の11

月 まで20ng/mL前 後の変動 を示 した. 搬 入3ヶ 月後 に相 当す る1998年12月 以降

は さらに値が減少 し, 10ng/mL前 後 での変動を繰 り返 した. このような減少パタ

ー ンは鯨類 においては これ までに報告されてお らず
, また採血時刻を一定にした

上での評価は本実験により初めて可能となった. 実験個体は搬入直後から飼育員

の与えた餌を積極的に摂取している. 水族館に搬入された後, 餌を摂取 し始める

までの期間は個体によって様々であるが, 飼育現場では経験的に, 搬入 した個体

の餌 の摂取 開始 を飼育環 境への馴化 の第一段 階 として捉 えている.し たがって,

搬入4日 後のF濃 度の急激な減少および極めて早い段階での摂餌の2点 を考慮す

ると,実 験個体は飼育環境に早期に馴化 したもの と推察 で きるが,F濃 度 が安定

す るまでには3～4ケ 月 を要 してい る.

また,シ ャチ,シ ロイル カお よびバ ン ドウイル カの水族館搬入後の時 間経過 に

伴 う血 清F濃 度 の 変化 をFig.2-14に 示 す. 測定結果から,搬 入直後はどの個体も

F濃 度が非常 に高 く, 日が経つにつれ徐々に濃度が低下して行く傾向が認められ

た.各 個体の血清F濃 度が安定 したと考え られるまでに要した日数およびそのF

濃度 は, シャチについては オスでは約2ケ 月間, 3ng/ml前 後 であ り,メ ス で は 約

4ヶ 月 間,3ng/ml前 後 で あ っ た.シ ロ イ ル カ に つ いて は オ ス で は約1ヶ 月 間,8ng/ml

前後であ り, メスでは約3年 間,6ng/ml前 後であ った.バ ン ドウイル カの メスに

ついては約3年 間, 10ng/ml前 後 で あ っ た が, オスのバ ン ドウイルカについては,

安 定 した 日 が特 定 で きな か っ た(Fig.2-14). これ らの個体 については,採 血間隔

にバ ラッキがあ り, また採血時刻 も一定ではないが, オスのバ ン ドウイルカ を除

き一様に搬入後徐々に血清F濃 度が減少する傾向が認められ,シ ワハイルカで得

られた結果 を支持 してい る. しか し, 個体によりF濃 度が安定するまで要する時
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間は異な っていた.

St. Aubin and Geraci(1989) はシ ロイルカにおいて,飼 育 プール搬入後の数 日間

は血清F濃 度が上昇 し, 10週 間後 には減少 した と述べ ているが, 本実験で得られ

た結果を考慮すると, 個体の飼育環境への馴化に要する期間には個体差があり,

その様子をF濃 度から推察するには, ある程度長期にわた り追跡する必要がある

と結論 するこ とがで きる.

Morton et al.(1995) は野生動物18種712個 体 を対象 に, 捕獲 した際の血中F

濃度の上昇 を調べ, 1種 を除 く全ての種 において捕獲はF濃 度を上昇させること,

麻酔 した方が麻酔せず捕獲するよりもF濃 度が低 くなること, およびF濃 度が高

か った個体 は捕獲後 間もな く死亡す るケースが多い ことの3点 よ り,F濃 度がス

トレスの良い指標 と して使用で きる と主張 してい る.ま た,様 々な動物 において,

人 に よ る野 生 動 物 の 捕 獲 や輸 送,ハ ン ドリング,様 々 な環 境 の 変化(隔 離,見 知

らぬ 個 体 との 同居)な どが血 中F濃 度 を上昇 させ る とい う報 告 が あ る(Stephans,

1980; White et al., 1991;Parrott et al., 1994;Shaw et al., 1995).鯨 類 にお い て も,

本 実 験 で 得 ら れ た 結 果 と 捕 鯨(Kjeld and olafsson, 1987; Kjeld and

Theodorsdottir1991),保 定(Orlov et al., 1988), ハ ン ド リ ン グ(Koopman et al.,

1995) などが血中F濃 度に影響を及ぼすという報告 とを考え合わせ,鯨 類におい

て血清F濃 度は個体のス トレス状態を表す一つの指標として有効であると言える.
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第3章

21-deoxycortisol

ヒ トに お い て,21-deoxycortisol(21-DOF)は 副 腎 皮 質 で17-hydroxy-progesterone

(17-OHP)か ら合 成 され るcortisol(F)の 前 駆 体 で あ り, コルチ コイ ドの 中間代

謝産物 と して知 られてい る. 本研 究の第1章 において,ク ロミンククジラの副腎皮

質で も21-DOFが 少量 なが ら合成 され るこ とが判明 した. しか し,陸 上 哺乳類 に

お い て, 通常21-DOFは ほ とん ど血 中に認 め られず, その機能についての研究は

少 な い.

本研 究において, F濃 度 を測定 す る ため のRadioimmunoassay(RIA)法 確 立 の

過程で, 鯨類の血 中には21-DOFがFと 匹敵 す る濃度 で含 まれてい る可能性 が強

く示唆 されたため, 本章第1節 では, 11鯨 種の血液 を用いてそれ らの21.DOFの

含有量について調べ た. さ らに, 第2節 では,生 理的な変化 に伴 う21-DOF濃 度

の変動の可能性 について調べ るため, シワハイルカにおいて水族館へ の搬入後,

時間経過(馴 化)に 伴 う血清21-DOF濃 度の変動を追跡 し, さ らにF濃 度 との関

連 について調べ た.
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第1節

血 清 中21-deoxycortisol濃 度

21-DOFは 副 腎 で 産 生 さ れ る 中 間 代 謝 物 質 で あ り,Fの 前 駆 体 で あ る が

(MacArthur and O'Donnell,1967;Horn and Maschler,1976),陸 上 哺 乳類 に お い て

は ほ とん ど血 中 に存 在 せ ず,steroid21-hydroxylase(P450c21)欠 損 を伴 う先 天性

副 腎 過 形 成 患 者(Franks,1974;斉 藤 ら,1977; Fiet et al.,2000)や 多 嚢 性 卵 巣 患

者(Travaflini and Fania,1971;Maschler et al., 1976)な どの 血 中に 高 濃 度 で 検 出

され る こ とが知 られ て い る.最 近21-DOFを 特 異的 に測 定 す る方 法 が 開 発 され て

きて は い る もの の(Hill et al., 1995; Fiet et al., 2000),21-DOFはFと 非 常 に良

く似 た 性 質 を もつ 物 質 で あ り,Fの 測 定 系 内で の反 応 を妨 害 す る とい う報 告 が あ

る(Cook et al, 1973).RIA法 に よ る鯨 類 の 血 清F濃 度 測定 法 を確 立 す る際 の 予

備 実 験 の段 階 にお い て,21-DOFと100%交 差 反 応性 を示 すF抗 体 を使 用 した と こ

ろ,鯨 類 の血 清 中 には21-DOFがFと 匹 敵 す る濃 度 で 含 まれ て い る可 能 性 が 示 さ

れ た.そ こ で,本 節 で は,11鯨 種 の血 液 を用 いて そ れ らの21-DOFの 含 有 量 につ

い て 調 べ た.

材料と方法

試料

鴨 川 シ ー ワ ー ル ドで 飼 育 して い る シ ロ イ ル カDelphinapterus leucas(メ ス,オ ス

各1頭),バ ン ドウ イ ル カTursiops truncatus(メ ス,オ ス 各1頭),シ ャ チOrcinus

orca(メ ス,オ ス 各1頭),コ ビ レ ゴ ン ドウGlobicephala macrorhynchus(メ ス,オ
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ス各1頭),ネ ズ ミイ ル カPhocoena Phocoena(メ ス,オ ス 各1頭),カ マ イ ル カ

Lagenorhynchus obliquidens(メ ス,オ ス 各1頭),ア マ ゾ ン カ ワ イル カInia geoffrensis

(オ ス1頭),ハ ナ ゴ ン ドウGrampus griseus(メ ス1頭),イ ロ ワ ケ イ ル カ

CePhalorhynchus commersonii(オ ス1頭),和 歌 山県 太 地 町 にお い て追 い 込 み 漁 で

捕 獲 され た コ ビ レ ゴ ン ドウ(メ ス1頭),水 産 庁 北 洋 イ ル カ 資源 調 査 に お いて イ シ

イル カ専 門 調 査船 に よ り突 きん棒 漁 法 に よ り捕 獲 され た イ シイ ル カPhocomoides

dalli(オ ス メス 各1頭)の 血 清 を用 い た.

ス テ ロイ ド抽 出 お よびHPLCに よ る分 離精 製

各 鯨 種 の血 清 か らの ス テ ロ イ ドの抽 出 お よびHPLCに よ る分 離 精 製 につ い て は,

第2章 第1節,材 料 と方法 の 「抗 体 の反 応 特 異性 に つ い て の確 認 」 と同様 の 方 法

で行 な った.す な わ ち,各 鯨 種 の 血 清 よ りジエ チ ル エ ー テ ル で ス テ ロイ ド抽 出 を

行 な い,こ れ をSepPakC18カ ラム を用 い て精 製 した後,9種 各 々の 副 腎 皮 質 ホ ル

モ ン,す な わaldosterone,cortisol,11-deoxycortisol,21-deoxycortisol,corticosterone,

11-deoxycorticosterone,18-hydroxycorticosterone,18-hydroxydeoxycorticosterone,

conisoneを 分 離 す る条 件 に設 定 したHPLCに 付 して1分 ご と40画 分 に分 離 した.

RIA法 に よ る測 定

2種 類 のF抗 体(CosmoBioカ タ ログ#:FKA402:cortisol-21-succinil-BSAに 対

す る抗 体 お よびFKA404:coltisol-3-O-carboxymethyl-oxime-BSAに 対 す る抗 体,共

にCosmoBio)に 対 す る9種 の 副 腎 皮 質 ホル モ ン標 準 物 質 の 交 差 反 応性 をTable3-1

に 示 した.そ の 結果,Fと の 交 差 率 を100%と した場 合,FKA402で は,21-DOF

が100%,Sが62.6%,cortisoneが34.5%,そ れ 以外 は5%以 下 の 交差 反 応 性 を示
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し,一 方FKA404で はSが48.8%,21-DOFが11 .6%,そ れ 以 外 は3%以 下 の 交 差

反応性 を示 した.

これ ら2種 類 のF抗 体 を用い,HPLCで 分離 した各画分中に含 まれるF濃 度 を

RIA法 によ り測定 した(第2章 第1節 参照) .

結果と考察

Fig.3-1に シ ロイ ル カの,Fig .3-2に ク ロ ミン クク ジ ラ の,各 々HPLCで 分 離 し

た各画分におけ るF(と して測定 された)濃 度 の,全 画分の総F(と して測定 さ

れた)濃 度 に対 す る割合 を示 した.こ れ らの結果 による と
,FKA402抗 体 を用 い

た場 合,シ ロ イル カ(Fig.3-1)に お いて も ク ロ ミンク ク ジ ラ(Fig .3-2)に お い て

も,メ ス,オ ス ともにFの 溶出す る11分 付近 にFが 検 出されたが
,さ らに,15

分付近の21-DOFの 溶出す る画分 がFと して顕著 に抗体 に反応 した .Fと して測

定 された濃度 の全体 に対 す るF溶 出画分お よび21-DOF溶 出画分 の割合は
,シ ロ

イル カの オス にお い て はF-11.1%お よび21-DOF-88 .9%,メ ス にお い て はF_

18.4%お よび21-DOF-70.4%,ま た クロ ミ ンク ク ジ ラの オ ス にお い て はF-19
.1%

お よ び21-DOF-64.0%,メ ス に お い て はF-19 .2%お よ び21-DOF-64 .1%で あ っ

た.一 方,FKA404抗 体 を用 い た場 合 に は,シ ロイル カの オ ス にお いて はF-79
.9%

お よ び21-DOF-17.2%,メ ス に お い て はF-94 .0%お よ び21-DOF-1 .0%で あ り,

ク ロ ミン ク ク ジ ラの オ ス にお い て はF-78 .7%お よ び21.DOF-4.9%,メ ス に お

い て はF-70.6%お よ び21-DOF-13 .9%で あ った.FKA402抗 体 は21-DOFに

100%交 差反応性 を示すこ とか ら,21-DOF画 分でFと して測定 された濃度はすな

わち21-DOF濃 度 であ ると見 なすこ とがで きる .し たがって,FKA402抗 体 での
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実験 結果 によ り,シ ロイルカお よび クロ ミンククジラにおいては,21.DOFはF

よ りも多 く血清 中に存在 してい る可能性 が示 され た.

Table3-2に11鯨 種のFKA402を 使用 したRIA法 に よる,Fお よび21-DOF溶 出

画分各 々のFと して測定 された濃度の割合 を示 す.こ れ らの結果,上 記 で述べた

通 り,シ ロイルカ とクロミンククジラにおいては血清 中の21-DOF濃 度 がFに 比

べ て 高 く,ま た シ ャチや バ ン ドウイル カ,イ シイ ル カの オス な どにお い て も

21-DOF濃 度がFと 同量 も しくはその数分の1程 度は存在 す ることが判 明 した.

しか し,そ の他 の鯨種 では21-DOFが 血清 中に少ない,も しくは存在 しない こ と

が示 され た.

21-DOF濃 度差 が,種 差 によるものなの か,個 体 の生理状態の違いで生 じるもの

なのかは,こ の実験 か らは判断で きない.ま た,血 中21-DOF濃 度 は,先 天性 副

腎過形成 患者や多嚢性 卵巣患者 な どの血 中に高濃度 で検出 され(Franks,1974;

斉 藤 ら,1977;Fiet et al.,2000,Travaflini and Faflia,1971;Maschler et al.,1976),

それらの疾患の診断をする上で重要であるが,上 記疾患を伴わないヒトやその他

陸上哺乳類の血中にはほとんど検出されず,そ の生理学的な意味については研究

がなされていない.し たがって,本 実験により判明 した,数 鯨種の血清中におい

て21-DOFがFに 匹敵する濃度で含 まれるという現象の意味を理解するためには

さらなる研究が必要である.
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第2節

水族館搬入後 の時 間経過 に伴 う21-deoxycortisol濃 度の変化

前節では,数 鯨種 の血清 中にF濃 度に匹敵するほ どの21-DOF濃 度 が含 まれる

ことが判明 したが,そ の意味は不明であ る .そ こで本節 では,21-DOF濃 度 の意

義 を理解 す るための一助 として,生 理状 態の変化 による21-DOF濃 度の変化 を調

べ るため,シ ワハイルカ にお いて水族館への搬入後
,時 間経過(馴 化)に 伴 う血

清21-DOF濃 度 の変動を追跡 し,さ らにF濃 度 との関連性 について調べた .

材料と方法

本実験 には第2章 第5節(水 族館 への搬入後の時 間経過 に伴 うF濃 度 の変動

実験)で 対 象 とした国営沖縄記念公園水族館 で飼育 されてい るシワハ イル カSteno

bredanensisの 血 清 を再 度使 用 した .こ れ らの血清の うち,搬 入後1ケ 月間 とその

約4ヶ 月後(1999年1月),6ヶ 月後(1999年4月)お よび14ヶ 月後(1999年

11月)の 計8試 料 か らステ ロイ ドを抽 出 した.こ れ らを前節 で述べ たHPLC分 離

法 によ り血 清 を分 離 し,21-DOF画 分 に溶 出す る"F"(=21-DOF)濃 度 を抗体

FKA402(21-DOFと100%の 交差反応性 を示すF抗 体)を 用 いて測定 し
,搬 入後

の時 間経過 に伴 う21-DOF濃 度 の変動 を調べ た .ま た,得 られ た21-DOF濃 度 と

第2章 第5節 で得 られ たF濃 度 との相 関関係 を求め た.

結果と考察

Fig.3-3に シワハ イル カにお ける水族館への搬入後の時間経過 に伴 う21 .DOF濃
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度 の 変 化 を示 す.こ れ に よ る と,搬 入 直後(0 .1ng/mL)お よび そ の4日 後(検 出

限界 以 下)は 非 常 に低 い値 を示 した が,搬 入 か ら12日 後 お よび25日 後 に は 各 々

1.7ng/mLお よび1.3ng/mLと 少 し高 くな った .約4ヶ 月後 に は2.3ng/mL,約6ヶ

月後 には3.1ng/mLと さ らに高 濃 度 とな り,14ヶ 月 後 も これ らの値 と変 わ らず高

い値 で あ った(3.2お よび2 .7ng/mL).ま た,得 られ た21-DOF濃 度 を横 軸 にF濃

度 を縦 軸 に取 り"そ の 相 関 を調 べ た とこ ろ,y=-5 .934x+26.68(r2=0.61)で 有 意

な負 の 相 関 関 係 が あ る こ とが判 明 した(p<0 .05).

これ らの結果 よ り,個体 にス トレスがかかってFが 多 く血清中に分泌されている時

には21-DOFが 分泌 されない もの と考え られた .す なわち,ス トレス状況下の個体の

副腎皮質では,21-DOFを 介する経路 ではな く11-deoxycortisolを 経てF合 成 が行な

われる経路 が極 めて活性化 した結果,21-DOF合 成がほ とん ど起 こらず
,一 方,個 体

にス トレスがかかっていない時には17-OHP→S→Fの 経路での代謝合成がス トレス

時に比べて緩やかにな り,17-OHP→21-DOF→Fの 経路を通ってもFが 合成され
,

そのため21-DOFも 多少は血 中に分泌 され るという仮説が立て られた(Fig .1-4参 照).

本章第1節 において,飼 育されているバ ン ドウイルカの血液中には21-DOFが 認めら

れたが,静 岡県伊豆半 島富戸で1999年10月 に追い込み漁 によって捕殺 された2頭

のバ ン ドウイルカの血清21-DOF濃 度を測定 したところ
,血 液 中の21-DOFは 検出

限界 以下 であ っ た.ま た,捕 殺 された このバ ン ドウイル カの副 腎皮質 を用い た

14C-17-hydroxyprogesteroneを 基質 としたコルチコイ ド代謝実験 でも21 -DOFの 産

生は認め られなかった.捕 殺 されたバ ン ドウイルカは
,追 い込み後一晩の湾内への抑

留および十数人での捕獲,水 揚げなどを経て解体 されてお り,ス トレスがかかってい

た と考え られ,こ れ らの結果 も上記の仮説を支持するものと言える .
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総合考察

本研究 によ り,鯨 類の副腎皮質 ホル モンに関する様 々な生理学 的知 見が得 られ

た.ま ず第1章 では,ク ロ ミンククジラBalaengptera bonaerensisの 副腎皮質で代

謝合成 され るステロイ ドについて調べ た.第1節 では14C-pregnenolone(14C-Preg)

を 基 質 と して 代 謝 実 験 を 行 な っ た と こ ろ,様 々 な ス テ ロ イ ドの 合 成 が 認 め られ た.

す な わ ち,progesterone(P)を 始 め と して,11-deoxycortisol(S), cortisol(F),

11-deoxycorticosteron(DOC), corticosterone(B), 17-hydroxyprogesterone(17-OHP),

androstenedione(A)な ど の 他,多 数 の 中 間 代 謝 物 質 の 合 成 が 認 め られ(Table1-2),

pregnenolone(Preg)か らPへ の 変換 後,P→17-OHP→11-DOC→Fの 経 路,P→DOC

→Bの 経 路,さ らにP→17-OHP→Aの 経 路 の各 々へ と合 成 が進 ん だ結 果 と考 え ら

れ た(Fig.1-1).こ れ ら の 代 謝 合 成 物 質 の 割 合 か ら,Preg→Pを 触 媒 す る

3β-hydroxysteroid dehydrogenase△5-△4isomerae(3βHSDIsom)の 作 用 が最 も強 く,

次 に17-OHP→SやP→DOCを 触 媒 す るsteroid21-hydroxylase(P450c21)の 活性

の 方 がP→17-OHPを 触 媒 す るsteroid17-hydroxylase(P450c17)の 活 性 やS→Fを 触

媒 す るsteroid11-hydroxylase(P450c11)よ りも強 い と推 察 さ れ た(Fig.1-1).ま た,

DOCはBよ りも合 成 量 が 多 く,P→DOCを 触 媒 す るP450c21の 活性 がDOC→B

を触 媒 す るP450c11と 比 べ て強 い と推 察 され た(Fig.1-1).ま た,こ の他 に 少 な

くとも10種 以上のステ ロイ ド合成 が認め られたが,合 成量 がわずかであ り同定 に

は至 らなか った.

次 に,第2節 にお いて14C-Pを 基 質 として代謝実験 を行な った ところ,DOCお

51



よ びBが 多 く合 成 され,次 にSが 多 く,17-OHPやFの 合 成 は 少 な か った(Table1-3).

ま た,こ れ らの合 成 量 か ら,P→DOCを 触 媒 す るP450c21の 活 性 がP→17-OHPを

触 媒 す るP450c17よ りも非 常 に 強 い と推 察 され(Fig.1-2),こ れ は14C-Pregに お

ける結果 を支持 するもの となった.

さ らに,第3節 では,14C-17-OHPを 基 質 として代謝実験 を行 な った.そ の結果,

基 質のほぼ半分 がそのす ぐ下位の代 謝産物 であ るSに 変換 され,Fや21-DOF,A

の合成 もSに 比べ て少 量認 め られ たこ とか ら(Table1-4),P450c21の 活性 が

P450c11やP450c17よ りも強 い こ とが 改 め て 証 明 され た(Fig.1-3).

以 上,第1章 の 結 果 よ り,ク ロ ミ ンク ク ジ ラ の副 腎 皮 質 にお い て は,相 対 的 に

3βHSDIsomお よびP450c21の 活性 が極 め て 強 く,次 にP450c11活 性 が 強 く,

P450c17の 活 性 は 弱 い こ とが 判 明 した.Carballeira et al.(1987a)は,座 礁 した コ

マ ッコウKogia brevicepsお よびジェル ヴェオ ウギバ クジラMesoplodon europaes の

副腎 を用いてin vitroで のコル チコイ ド代謝実験 を行な い,基 質 と したステロイ ド

の種類 に関 らずBが 多 く合成 され,Fは 合成 されない と述べてい る.し か し,ク

ロ ミンククジラではPreg,P,17-OHPの いずれ を基 質 と した場合 にお いてもFは

合成 された.こ の結果 が個体 の生理状態 の違 いによるもの か,鯨 種の違い による

ものなのかは不 明であ るが,本 実験 によ り,鯨 類 の副腎で始 めてFの 合成 が証 明

され,ま た,ク ロ ミンククジラの副腎ではFとBの 合成量はほぼ等 しく,血 中に

ほぼ 同量分泌 され るもの と推察 され た.ま た,実 験 に用いた クロ ミンククジラの

副腎皮質では陸上哺乳類 とほぼ 同 じコルチ コイ ドの代謝経路 のパター ンが認 め ら

れたため,こ の クロ ミンククジラ個体 は捕殺 された時点 でス トレスがかかってい

なかったものと推測できる.今 後はバクジラ亜 目の副腎皮質を用いて同様の実験

を行ない,鯨 類全般に共通のコルチコイ ド代謝経路を確定する必要がある.そ し
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て,ス トレスの有無により,副 腎皮質で最終産物 として合成されるコルチコイド

の量や種類が変化するか否かを確かめた上で,ス トレス状況下で多 く合成 される

コルチコイドを鯨類のス トレス指標として測定することができるようになれば,

鯨類のス トレス研究にとって大きな貢献となるものと考えられる.本 研究はその

基礎 となる知見を提示しており,今 後の研究を展開していく上で重要な意義を持

つて い る.

第2章 では血清 中のF濃 度 についての知見 を得 た.ま ず第1節 で は,15鯨 種 の

平均血清F濃 度お よびその 中央値,変 動範 囲をRLA法 によ り測定 した.15鯨 種の

平均F濃 度 は シ ャチOrcinus orcaの2.9±2.9ng/mLか らス ジ イルカStenella

coeruleolcaの39.9±14.3ng/mLま で広範囲 にわ たることが判明 した(Table2-1).

得 られた値 を過 去の報告 と比較する と,バ ン ドウイル カTursiops truncatusの 平均

値 は11.0±9.2ng/mLで あ り,従 来 の報 告 に比べ て半分 程度 の低値 とな った が

(Medway et al,1970;Orlov et al,1988;Orit and Worthy,2000),Thomson and

Geraci(1986)の 報 告 とは ほ ぼ 同 じ値 で あ った.シ ロイ ル カDelphinapterus leucas

の 平均F濃 度 は6.8±5.4ng/mLで あ り,従 来 の 報 告 に対 して3分 の1～4分 の1の

低 値 とな った(Orlov et al, 1988).ま た,ネ ズ ミイル カPhocoena phocoenaの 平

均F濃 度 は30.6±21.5ng/mlで あ り,従 来 の 報 告 に 比 べ て や は り2分 の1～3分 の

1程 度 の低 値 とな った(Koopman et al.,1995).こ れ らの鯨 類 に お い て,今 回得 ら

れ た平均F濃 度 が従来 の報 告 よ りも低 い理 由については,試 料数が多 く,か つ長

期飼育個体 や尾びれ持 ち採血 がで きる個体 の血液が多 く混在 してい るこ とを反 映

してい るため と考え られ る.ま た,シ ャチ について も試料数 は十分 であ り,本 実

験 で示 した これ らの鯨種 におけ る平均F濃 度は安静時の濃度 に よ り近い値であ る

と考 え られ る.し か し,イ ロワケイル カCephalorhynchus commersonii,コ マ ッコ
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ウ Kogia breviceps,オ ガ ワコマ ヅコ ウKogia sima,ア マ ゾ ンカ ワイル カ 加如

geoffernsisに ついては試料数 が少な く,一 般 的な結果であ るとは言い難 い.ま た,

コ ビレゴン ドウGlobicephala macrohynchusや スジイルカな どの野生個体 につい

ては捕獲 方法や追尾時 間な どの情報が十分には得 られず,捕 獲 に関す るそれ らの

情報 を把 握 した試料 を増 や し,野 生個体のF濃 度 について検討 してい く必要 があ

る.し か し,飼 育技術の発達に伴い,水 族館に様々な種の鯨類が飼育されてきて

おり,ま た,情 報網が発達 し,座 礁 した鯨類に対する救急処置が必要となる場面

が多くなってきている現在,今 回得 られた平均F濃 度は個体のス トレス状態を把

握するための一つの基礎データとして役立つものになると考えられる.

第2章 第1節 で得 られた平均F濃 度の うち,低 い値 を示 した鯨種 には シャチや

クロ ミンククジラな ど大型な鯨 種が多 く,ま た高い値 を示 した鯨種 には スジイル

力やイ ロワケイルカな ど小型鯨類 が多 く認 め られた.そ こで,F濃 度 と体 サイズ

としての体 長の3乗 との相 関を調べ たところ,両 者 の間に負の相 関が認 め られた

(p<0.05,Fig.2-3).こ の うち,飼 育個体 のみ に限 り同様 にF濃 度 と体 サイズ との

相 関 を調 べた ところ,よ り強い負の相 関関係 が認 め られた(p<0.01,Fig.2-4).そ

こで,第2節 では,こ のF濃 度 と体サイズ との負の相関 につい て,長 期飼育 して

い る健康 な鯨種 を対 象 として,採 血時刻 を9～10時 と一定 に して尾びれ持 ち採血

を行 ない,詳 しく調べた.そ の結果,オ スのシロイル カのみ にお いて,本 実験 で

得 られ たF値 が過 去 に得 られた同個体 のF濃 度 よ り有意 に高 か ったため,値 を除

いて体 サイズ とF濃 度 との相 関関係 を求めた ところ,有 意 な逆相 関が認 め られ た

(p<0.05,Fig.2-6).ま た,別 の水族館で長期飼 育されている ミナ ミバ ン ドウイル

カTursiops aduncusお よびオキ ゴン ドウPsuedorca crassidensの 平均血 清F濃 度 を

測定 した ところ,体 の小さい ミナ ミバ ン ドウイルカの方がオキ ゴ ン ドウに比べて

54



高いF値 を示 した(Table2-2).こ れ らの実験 で見 られた体 サイズ と血清F濃 度 の

負の相 関については,Fが 糖新生な ど個体のエネルギー産生に深 く関わるホルモ

ンであるこ とが関係 している と推測 され る.す なわち,体 サイズが大 きい個体 ほ

ど,体 表面積 に対 する体積の割合が小 さ く,熱 効率 が良 くな るため,大 型動物 ほ

どエネル ギー産生に関連す るFが 低濃度で もよい とい う仮 説が考 え られ る.し か

し,F濃 度 と体サ イズ との負の相 関が表 す意 味ついては,さ らに詳 しい研究 が必

要であ る.し か し,こ の負の相関は,2～30mま で体 サイズが小型か ら大型 まで多

岐にわた る鯨類 で こそ得 られ た結果であ り,Fの 根本的 な役割 がエネルギー産 生

であ るこ とを示唆 す るデー タ となった.

第3節 では,シ ャチお よび ミナ ミバ ン ドウイル カについて,3時 間お き24時 間

繰 り返 し採血 を行ない,血 清F濃 度の 日周変動 を調べた.そ の結果,ミ ナ ミバ ン

ドウイルカでは,18時 に有意 に低 く,朝03時 に有意 に高 くな る日周変動が認 め

られた(共 にp<0.05,Fig.2-8).シ ャチ において も,18時 と24時 のF濃 度 が低 く,

09時 や翌06時 のF濃 度が高い傾 向が認 め られた(Fig.2-7).両 種 にお いて認 め

られた夕刻 か ら夜 にかけて低い とい うF濃 度 の 口周変動 パ ター ンは,Judd and

Ridgway(1977)の バ ン ドウイル カについての報告 と一致す る.彼 らは動物 を保

定 して コンテナ に入れた状 態で24時 間採血 を行な ってい るの に対 して,今 回の実

験結果は長期 間飼育 されてい る個体か ら尾びれ持ち採血 に よ り得 られた ものであ

り,採 血時に個体にかかるス トレスが少ないものと考えられ,血 中F濃 度の基本

的な日周変動をよ り正確に反映したものであると思われる.ま た,本 実験で得 ら

れた日周変動は陸上の昼行性動物と同様の変動を示してお り,両 種が昼行性動物

であることを示唆している.また,鯨類のF濃 度も日周変動を示すという事実は,

鯨類の血中F濃 度を評価する際には,採 血時刻に留意 し,可 能な限 り採血時刻 を
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一定にして比較する必要性を提示するものとなった.今 後は,3時 間という採血

間隔を短縮 してさらに詳細な日周変動を調べることが課題として挙げられるが,

頻繁な採血は注射痕からの感染症など動物の健康管理の面で困難が多く,現 時点

では3時 間間隔での採血が個体 にできるだけス トレスを与えずにF濃 度の日周変

動を追跡する最善の方法であったと考えている.

第4節 では,さ らにシャチにおけるF濃 度の年周変動 を2週 間お きに1年 間採

血 を行ない調べ た.そ の結果,オ ス においては夏に濃度 が低い傾 向が認 め られ,

また,メ スにおいては約4.7ヶ 月の周期性 をもつ濃度の有意 な低下 が認 め られ た

(p<0.05, Fig.2-9).こ の メスは採血期 間を通 じて妊娠 していたにもかかわ らず,

妊 娠 して いな い メス の 哺乳 類 に類似 した変 動 とな った(Maes et al., 1997;

Flisinska-Bojanowska et al., 1991).さ らに この メスのシャチにおいて,妊 娠維持

ホル モ ンであるP濃 度 とF濃 度 との間に負の相 関が認め られ(p<0,001, Fig.2-11),

妊娠 していたシャチのF濃 度の周期的 な低下はP濃 度 によって何 らかの影響 を受

けた結果で ある とも考え られ た.こ れ らの研究 によ り,シ ャチのF濃 度 の年周変

動は,オ ス とメス とで異な る可能性が示 された.ま た,F濃 度 をス トレス指標 と

して評価 する場合 には 日周変動 と同様,年 周変動に も配慮 した上で採血 する必要

性 が示 されたが,年 周変動の意味 については さらな る研究 を要する.さ らに,オ

スにおいて示 された夏期 に低 く,冬 期 に高 い とい うF濃 度 の変動は,気 温お よび

水温 が低 い時期 にF濃 度 が上昇 する とい うこ とであ り,Fが 基本的 にエネルギー

産生 に関与 するホルモ ンであ ることを改めて示唆す るもの とな った.

第5節 では,シ ワハ イル カStenobredanensisの 水族館 へ の搬入後の時間経過 に伴

う血清F濃 度の変化 を,採 血時刻 を一定 に して調べ た.搬 入直後,こ の個体 のF

濃度は極 めて高 かったが,そ の4日 後には半減 したこ とか ら,実 験個体 は飼育環
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境 に早期 に馴化 し始 めた と推 察され た(Fig.2-13).ま た,シ ャチ,シ ロイルカお よ

びバ ン ドウイル カの水族館搬入後のF濃 度変動 もこの結果 を支持す るもの とな っ

た(Fig.2-14).し か し,一 方,F濃 度 の減少が見 られな くな るまでに,数 ヶ月～

数年 を要 してお り,水 族館への動物の完全な馴化の様子 を把握す るには,あ る程

度 長期 にわた ってF濃 度 を追跡 し,該 当す る種 の安静時 のF濃 度 を知 る必要があ

る.様 々な動物 と同様,鯨 類 にお いても捕獲や輸送,ハ ン ドリングお よび様 々な

環 境の変化 な どが血 中F濃 度 を上昇させ るとい う報告 があ り(Kjeld and O1afsson ,

1987; Kjeld and Theodorsdottir 1991; Orlov et al., 1988; Koopman et al., 1995),こ

れ らの報告 と本実験 の結果 か ら,鯨 類 において も血清F濃 度は個体 のス トレス状

態 を表す一つの指標 と して有効 であることが示 された.近 年,動 物 の権利 な どが

主張 され るようにな り,動 物 園や水族館 で野生動物 を飼育 するこ とに対 して世論

が批判 的にな りつつあ る.こ れ についての論争 も頻繁に行なわれてい るが ,こ れ

らが科学的 な根拠 に基 づいて行なわれ ているとは言い難 い.本 節 では,飼 育期 間

が長期 にな るにつれて血清F濃 度 が低下 し,や がて安定 す るとい う結果 が得 られ

たが,こ の結果か らは,水 族館での飼育が鯨類 にとってス トレスを与 える環境で

はない とい う可能性 が示 された もの とも言える.今 後 も動物園や水族館 で動物 を

飼育 する是非 についての議論 は続 くであ ろうが,本 実験の よ うなF濃 度 の測定 も

含 め,よ り科学的 な評価方法 による検討 を行な った上 で飼育の是非は議論 され る

べ きであろ う.

以上,第2章 においては様々な鯨類の血清F濃 度について調べた.平 均F濃 度

や日周変動,年 周変動で得 られた結果は,鯨 類の血中F濃 度をス トレス指標 とし

て評価する際に大いに役立つと考えられる.今 後は,得 られた知見に基づき,飼

育環境の変化や個体間の関係など様々な負荷によるF濃 度の変化 を追跡 し,他 の
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血液性状値や行動などと併せて負荷の種類によるストレス状態の変化を調べ
,飼

育環境の改善に役立つ研究が必要となるであろう.

第3章 では,鯨 類 の血清21-DOF濃 度 に関 する知見 を得 た .鯨 類の血 清 をHPLC

に付 した各 々の画分について,2種 類 のF抗 体 を用 いたRIA法 によ りF濃 度 を

測定 した.そ の結果,FKA402抗 体 は21-DOFに100%交 差反応性 を示 す抗体 であ

ったこ とか ら,数 鯨種の血 中に21-DOFが 多 く存在 することが判明 した .特 に,

シロイル カ(Fig.3-1)や クロ ミンククジラ(Fig .3-2)で は21-DOFがFよ りも多

く血 清 中に存在 していた.ま た,他 の数鯨 種 について も21-DOF濃 度 がFと 同量

も しくはその数分 の1程 度存在 するこ とが判明 したが,21-DOFが 血清 中に少な

い,あ るいは存在 しない鯨 種 もみ られた .本 実験 は,非 常 に時 間 と手 間のかか る

実験 のため,1種 につ き数個体程度 のみ を行 な うの が限界であ った が
,今 後は検

体数 を増 や し,21-DOFが 鯨類 の血 中で多 く検 出 され るとい う現象 が普遍 的なも

のであ るのか否か を確かめ る必要があ る.ま た ,陸 上 哺乳類 の血 中ではほ とん ど

認 め られない21-DOFが 鯨 類の血 清 中で認め られたこ とは興 味深 い現象 であるが
,

21-DOF濃 度 の生理学 的な意味 については これ まで に研究 がない .し たが って,

数鯨 種の血清 中において21-DOFがFに 匹敵す る濃度で含 まれ る意味 について把

握 するためには さらな る研究 が必要 であ る.

第2節 においては,シ ワハ イルカにお ける水族館への搬入後の時間経過 に伴 う

21-DOF濃 度の変化 を追跡 した(Fig .3-3).こ れ による と,21-DOF濃 度 は搬 入直

後 とその4日 後 は非常 に低 い値 を示 したが,時 間経過 に伴 って徐々 に増 加す る変

動 を示 し,F濃 度 とは逆 の変動 を示 した.ま た,21-DOF濃 度 とF濃 度 との間には
,

有意 な負の相 関が認 め られ た(p<0.05).こ れ らの結果 よ り,21-DOFはFの 前駆

体であ るが(Fig.1-1参 照),個 体 にス トレスがかか りFが 多 く血清 中に分泌され
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ている時 には,17-OHPか ら21-DOFを 介す る経路ではな く,11-deoxycortisol(S)

を介す るF合 成経路 が非常 に活性化 し,一 方,個 体 にス トレスがかかって いない

場合 には,17-OHP→21-DOF→Fの 経路 を介 したF合 成 も行なわれ,21-DOFが 血

中に分泌 されるよ うにな るとい う仮 説が立て られた.も しこの仮 説が正 しい とす

るな らば,21-DOFの 濃度 が高い個体 ほ どス トレスが かかっていない とい う指標

にな り,そ の こともまた非常 に興 味深い.し か し,こ れ については ,21-DOFは

全ての鯨種 の血清 中に存在 す るわ けではない こと,ま た,水 族館への搬入後の時

間経過 に伴 う21-DOF濃 度の変化 を追跡 した対 象個体 も1頭 であったこ とから,

さ らなる研究 が必要 である.

本 研 究 で は 鯨 類 の コル チ コイ ドにつ い て 生理 学 的知 見 を収 集 し,個 体 のF濃 度

をス トレス指 標 と して 評価 す る際 に基 礎 とな る結果 を 示 す と と もに ,一 方,鯨 類

に お い て,F濃 度 が ス トレス指 標 に適 して い るか否 か の検 証 も行 な っ た .Thomson

and Geraci(1986)は,F濃 度 よ りも好 中球 数 が,ま た,Hyne ,et al.(1982)も 好

中球 が,St. Aubin and Geraci(1990)はF濃 度 よ りもaldosterone濃 度 の 方 が ,さ

らに,Orlov et al.(1991)はF濃 度 よ りも電 解 質の 変 動 の 方 が,各 々 ス トレス の

指 標 に 適 して い る と述 べ て い る.ま た,St. Aubin and Geraci(1988)は,血 中 甲状

腺 ホ ル モ ンもス トレス の指 標 と して 適 して い る と述 べ て い る.無 論,こ れ らの 報

告 にお い て もF濃 度 は ス トレス 時 に上昇 して お り,鯨 類 にお い て他 に もス トレス

状 況 下 のF濃 度 が 有 意 に上 昇 した とい う報 告 は い くつ か あ る(Orlov et al., 1988;

St. Aubin and Geraci, 1992).し か し,F濃 度 が 変化 しな い とい う報 告 もあ もあ る

(kjeld and Olafsson, 1987; Kje1d and Theodorsdottir, 1991; Oritz and Worthy, 2000).

これ らの 報 告 は,実 験 方 法 や 評 価 方法 な ど信 頼 し難 い 箇 所 も多 く含 まれ るが
,正

確 に個 体 の ス トレス状 態 を把 握 す る には,F濃 度 の み をス トレス の指 標 と して 扱
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うことは避け,複 数の指標 と同時に評価する方法を確立することが必要であろう.

現在,水 族館で鯨類を飼育することの是非や飼育環境の改善,ま た,捕 鯨 をす

る際に問題 になる人道的捕殺方法の改善など,鯨 類のス トレス生理学が取 り組む

べ き課題は多い.今 後は,鯨 類について,F濃 度を含めたス トレス指標について

さらなる研究を続け,人 類と鯨類のより良い共存の道を探るための科学的情報を

提供していきたいと考えている.
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要旨

副腎は円口類から哺乳類まで幅広い脊椎動物が持つ内分泌器官であり,ス テロ

イ ド産生組識である皮質とカテコールアミン産生組識である髄質とからなる.視

床 下部(副 腎皮 質刺激 ホル モ ン放 出ホル モ ン分泌)-下 垂体(副 腎皮質刺激 ホル

モ ン分泌)-副 腎皮 質系をた ど り分泌 され るホルモ ンは コルチ コイ ドと呼ばれて

いる.コ ルチコイ ドは,タ ンパク質 と脂 質の分解促進,糖 新生,免 疫抑制な どの

作用 を有す るcoltisol(F), corticosterone(B), cortisoneな どの糖質 コル チコイ ド

と,腎 臓 でのNa+吸 収,K+排 出,水 の再吸収 な どを促すaldosteroneな どの鉱質 コ

ル チコイ ドとに分 け られ る.様 々な陸上動物 において,糖 質 コルチ コイ ドはス ト

レス環境 下で分泌 されるこ とが知 られ てお り,個 体のス トレス状態 を把握す る有

効 な指標 として使用 され て きた.

鯨類の副腎に関しては18世 紀から報告があるが,初期の研究の大部分が肉眼解

剖学的研究であった.1940年 以降,動 物の各器官の相対的な重量がその器官の生

物学的な重要性を示すという視点に基づき,副 腎重量が測定され,体 の大 きい鯨

類ほど副腎の体重比が小さいなどの報告がなされた.1960年 代以降に副腎のホル

モンに関する研究が行なわれ,副 腎中のホルモンの大まかな構成は陸上哺乳類と

同じであり,ま た鯨類の血中コルチコイ ド濃度は陸上哺乳類と比べて数分の1で

あることが判明 した.さ らに1980年 代後半以降,鯨 類においてもス トレスの指標

としてコルチコイドを測定する研究が開始された.し かし,鯨 類 という大型海生

哺乳類を実験動物とすることの困難さから基本的な知見が不足してお り,各 研究
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で得られた値を客観的に評価する基準がない状況が続いてきた.そ こで本研究で

は,鯨 類 にお いてcortisol濃 度 をス トレス指標 として使用 可能 な状態 とするため,

副腎皮質ホルモンに関する基礎的知見を集積した.ま ず,代 謝実験 を行い副腎皮

質 で合成 され るコルチ コイ ドの種類 を特定 し,次 にコルチコイ ドの代表 としてF

に着 目 し,そ の平均濃度,日 周 ・年周変動,搬 入後 か らの時間経過 に伴 う動態な

どを調 べ た.さ らに,21deoxycortisol(21-DOF)と い うFの 前駆 体 に つ い て,そ

のス トレス指標 と しての可能性 に着 目し,研 究 を行 った.

1.副 腎皮質ホルモ ンの代謝経路

初めに,鯨 類における副腎皮質ホルモンの代謝経路を調べるため,(財)日 本鯨

類研究所 の「1999/2000年 南半球産 ミンククジラ調査及 び南極海生態系 に関 する予

備調査」において捕獲したクロミンククジラ11頭 の新鮮な副腎を用いて代謝実験

を行 な っ た.14C-pregnenoloneを 基 質 と した場 合,NAD+お よびNADPH+の 存 在 下

でprogesterone(P)が 迅 速 に 合 成 さ れ,17-hydroxyprogesterone(17-OHP)→

11-deoxycortisol(S)→Fの 合 成 とdeoxycorticosterone(DOC)→Bの 合 成 も確 認 し

た.同 時 に,副 腎 ア ン ドロゲ ンで あ るandrostenedione(A)お よび21-DOFの 合 成

も確 認 した.14C-Pお よ び14C-17-OHPを 基 質 と した場 合 も上 記 の結 果 を支 持 す る

もの とな った.ま た,こ れ らの実験 か ら,ク ロ ミンク クジ ラの副 腎皮 質 では

3β ーhydroxysteroid dehydrogenase/isomelase,p45017α,lyase,p450c21,P45011β な ど 酵

素活性が強く,様 々な副腎皮質ホルモンの合成 を確認し,ま た本実験において初

め て鯨 類 にお け るin vitroで のF合 成 を証 明 した.

2.血 清中F濃 度 お よびその変動
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次に,15鯨 種(1351検 体)の 平均血 中F濃 度 をRIA法 によ り調べ た.そ の結

果,15鯨 種 の平均濃度はシャチの2.9±2.9ng/ml(平 均 ±標準偏差)か らスジイル

カの39.9±14.3ng/mlま で広範囲にわた り,か つ各鯨種 の平均濃度は従来の報告 に

比べ て数倍低い こ とが判明 した.F濃 度の低い鯨種 としては シャチ,ク ロ ミンク

クジラ(3.5±3.2ng/ml),シ ロイル カ(6.8±5.4ng/ml)な ど大型鯨種 が多 く,ま た

濃度の高い鯨種 としてはス ジイルカ,イ ロワケイルカ(34.7±17.1ng/ml),カ マイ

ルカ(28.9±20.7ng/ml)な ど小型鯨類 が多 く認 め られた.そ こで,こ れ らの鯨類

のF濃 度 と体 サイズ との相 関 を調べ た ところ,両 者の間 に有意な逆相 関が認め ら

れた(p<0.05).こ の うち,飼 育個体であ る13鯨 種 において同様 にF濃 度 と体 サ

イズ との相 関関係 を調べ た ところ,よ り強い逆相 関が認 め られ た(p<0.01).し か

し,上 記実験 に使用 した試料は採血時刻,個 体の成熟段 階お よび飼育状 態な どに

全 く配慮 してお らず,そ の結果が普遍 的である とは言い難い.そ こで1997～1998

年 に千葉 県鴨川 シー ワール ドで長期飼育 している健康 で成 熟 した6鯨 種,即 ち シ

ャチ(オ ス メス各1頭),シ ロイル カ(オ スメス各1頭),オ キゴ ン ドウ(メ ス1

頭),バ ン ドウイルカ(オ スメス各1頭),カ マイル カ(オ ス1頭),イ ロワケイル

カ(オ ス1頭)を 対象 と して,9～10時 の尾 びれ持ち採血 を適当な間隔 を開け5

日間実施 し,F濃 度 と体サ イズ との相 関 を調べた結果,弱 い逆相関 が認 め られた

(p<0.05).本 実験 によ り,各 鯨種 のF濃 度の平均値 お よびその変動範 囲が示され,

これ らの値 はF濃 度 を測定 した際の基 準 とな るもの と期待 され る.

次 に,血 中F濃 度 の 日周変動 を調べ るため,1997年1月 に鴨川 シー ワール ドの

2頭 のシャチ(オ ス メス1頭 ずつ)よ び尾びれ持ち採血 によ り9,12,15,18,21,

24,翌3,6時 の計8回 の連続採血 を1度 行 な った.さ らに2000年6月,沖 縄県

国営沖 縄記念公 園水族館の2頭(共 にオス)の ミナ ミバ ン ドウイルカ を対象 と し
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て,尾 びれ 持 ち採 血 に よ り9,12,15,18,21,24,翌3,6,9時 の計9回 の 連

続採血を2度 行なった.そ の結果,シ ャチにおいては平均F濃 度が採血開始時の

9時(3.3ng/ml)か ら18時(1.8ng/ml)に か け て 経 時 的 に低 くな り,21時 に一 旦

高 くな った後,再 度24時 に低 くな り,翌3時 か ら6時 にかけて高 くなる変動 を示

した.ミ ナ ミバ ン ドウイ ル カに お い て は,開 始 時 の9時(6 .1ng/ml)か ら18時 に

向 か って徐 々 にF濃 度 が低 下 し,18時 に最低(2.7ng/ml)と な り,翌3時 ～9時

に上昇する変動を示した.本 実験によ り,鯨 類の血中F濃 度の日周変動は昼行性

の陸上哺乳類と同様の傾向を示すことが確認された.

続 いて,血 中F濃 度 の年周変動 を調べ るため,鴨 川 シーワール ドの3頭 のシャ

チ(オ ス2頭,メ ス1頭)よ り1996年10月 ～翌 年9月 の 間,2週 間お きに9～10

時に尾びれ持ち採血を行ない,F濃 度を測定 した.そ の結果,オ スでは夏期 に低

く冬期 に高 い変動を示 し,メ スでは4.7ヶ 月周期 での変動 を示 した.こ れ まで鯨

類のF濃 度の年周変動に関する報告は少なく,統 一の見解もなかったが,本 実験

により雌雄で異なる年周変動を示す可能性が示された.

さらに,水 族 館へ搬入 した個体の生理状 態の変化 を把握す るため,1998年9

月に沖縄記念公園水族館に搬入されたオスのシワハイルカについて,搬 入後の時

間経過 に伴 う血 中F濃 度の変動 を18ケ 月 間追跡 した.採 血 は9～10時 の 間に落水

して 行 っ た.そ の 結 果,F濃 度 は搬 入 時 に35 .4ng/mlと 最 も高 く,4日 目以後2ヶ

月間は20ng/ml前 後 で変動 し,3ヶ 月 目以降は10ng/ml前 後 に下が り安定 した.こ

の結果 か ら,こ の シワハ イル カは飼育環境 に早期に馴化 した ことが判 明 した .さ

らに,千 葉 県鴨川 シー ワール ドに搬入 され たシャチ,シ ロイルカお よびバ ン ドウ

イルカより長期にわたり採取された血液中のF濃 度 を測定 した結果,採 血時刻や

採血方法が一定ではないものの,ど の個体においても搬入後時間経過に伴い徐々
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にF濃 度が減少 した.但 し,F濃 度が安定するまでに要する期間は個体ごとに異

なってお り,こ れは飼育環境への馴化の様子を反映したものと考えられた.こ れ

らの結果によ り"鯨 類においても血中F濃 度が動物の生理状態を評価する一つの

指標として有効であることが示された.

3.血 清 中21-deoxycortisol濃 度 お よ び そ の 変 動

次 に,数 鯨種 の血 中21-DOF濃 度 につ いて調べ た.21-DOFはFの 前駆体であ る

が,陸 上哺乳類ではほ とん ど血 中に存在 せず,ヒ トではP450c21欠 損 を伴 う先天性

副腎過形成患者 や多嚢性卵巣 患者 な どの血 中に高濃度で検出 され るのみであ る.

本研究 にお いて,RIAに よる鯨類の血 中F濃 度測定 法 を確 立する際,21-DOFと

100%交 差反応性 を示すF抗 体 を使用 した ところ,鯨 類 の血 中には21-DOFがFと

匹敵す る濃度で含 まれてい る可能性 が示 された.そ こで,数 鯨種 の血清 を高速液

体 クロマ トグラフィーに よ り分離 し,標 準物質の21-DOF溶 出画分 と同 じ画分 中

の21-DOF濃 度 を測定 した.そ の結果,シ ロイルカ,ク ロミンククジラ"バ ン ド

ウイルカ,シ ャチにお いてFに 匹敵 す る濃度 で21-DOFが 血 中に含 まれ ることが

判 明 した.ま た,野 生(1999年10月 静 岡県富 戸の小型鯨類沿岸捕鯨漁 にて捕殺)

お よび飼育 のバ ン ドウイル カにおけ る21-DOFを 調べ た ところ,飼 育下の個 体の

血 中には21-DOFが 認 められたが野生個体 の血 中には認 め られず,ま た野生個体

の副腎 を用いて14C-17OHPを 基質 と した副腎皮質ホルモ ン代謝実験 を行な って も

21-DOFの 産生が認め られ なか った.追 い込 み漁で捕殺 され,生 理状 態が正常で

あ った とは言い難い野生個体 にお いて21-DOFが 認 め られず飼 育個体 では認 め ら

れ るとい うことは,個 体 がス トレス を受けて生理状 態 が変化 した時は,21-DOF

を介す る経路 ではな くSを 介 する経路 でFが 産生 される可能性 があ ると推 測 され
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る.そ こで,1998年9月 に沖縄記念公園水族館 に搬入 された雄の シワハ イル カ を

用 いて,搬 入後 の時 間経過 に伴 う21-DOF濃 度 の変化 を調べた ところ,時 間経過

に伴 う21-DOF濃 度 の上 昇 が認 め られ た.本 実験 に よ り数 種 の鯨 類 にお け る

21-DOFの 存在 と,そ の動 態が動物の生 理状 態で変化 す るこ とが初 めて示唆 され

たが,こ れ らについては更 に詳細 な研究 を要す る.

以上,本 研 究に よ り,鯨 類 コルチ コイ ド生合成経路 が明 らか とな り,Fを 含 む

様 々なホルモ ン合成 が初 めて証明された.ま た,15鯨 種 の平均血 中F濃 度 が測定

され,さ らに この値 か らF濃 度 と体サイズ との逆相関 が判明 した.そ の他 日周"

年周 変動な ど生理 的変動についても調べ られ,鯨 類 のF濃 度に関す る基礎知見の

集積 が行 われ た.さ らに鯨類 にお いて21-DOFに 着 目し"そ の動態 を調べ た最初

の研究 とな った.こ れ らの鯨類 の副腎皮 質ホルモ ンに関す る詳細 かつ貴重な情報

によ り,血 清 中F濃 度が鯨類 においてもス トレス指標 と して使用 可能 な状 態 とな

った.今 後は本研究で得 られ た結果 をも とに,飼 育 下の鯨類の ス トレス状 態 を評

価 し,飼 育環境の改善 に役立て たい と考 えてい る.
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図表



Fig. i. Metabolism of steroid hormones.



Fig. 1-1 Metabolism of pregnenolone in the adrenal cortex in

Balaenoptera bonaerensis.



Fig. 1-2 Metabolism of progesterone in the adrenal cortex in

Balaenoptera bonaerensis.



Fig. 1-3Metabolism of 17-hydroxyprogesterone in the adrenal cortex in

Balaenoptera bonaerensis.



Fig. 1-4 Metabolism of corticoids in the adrenal cortex in

Balaenoptera bonaerensis.



Fig. 2-1 Competition curves for cortisol standard and serum extracts of the 14

cetacean species in the RIA system. The scale for dilution of sera indicates a two-

hold serial dilution. Each point represents the average of duplicate determinations .
Competition curves for extract and cortisol standard were parallel . The data of
Kogia sima is not included because of a lack of blood volume .



a

b

Fig. 2-2 Percentages of cortisol in the HPLC fraction of cortisol for the total concentration
in  Phocoena phocoena. The results using FKA 404 antibody in a male (a) and a female (b).



Fig. 2-3 Correlation between average serum cortisol levels and body sizes in 15 cetacean species.
1,Phocoena phocoena; 2,Cephalorhynchus commersonii; 3,Kogia sima; 4,Phocoenoides dalli
(wild); 5,Kogia breviceps; 6,Lagenorhynchus obliquidens; 7,Stenella coeruleoalba (wild); 8,
Inia geoffrensis; 9, Trusiops truncatus; 10, Grampus griseus; 11, Globicephala macrorhynchus;
12,Delphinapterus leucas; 13, Pseudorca crassidens; 14, Globicephala macrorhynchus (wild); 1
5,Orcinus orca; and 16,Balaenoptera bonaerensis (wild).



Fig. 2-4 Correlation between average serum cortisol levels and body sizes in captive
cetacean species. 1, Phocoena phocoena; 2 , Cephalorhynchus commersonii; 3,
Lagenorhynchus obliquidens; 4,Inia geoffrensis; 5,Tursiops truncatus; 6, Kogia
breviceps; 7, Grampus griseus; 8 , Pseudorca crassidens; 9, Glocephala
macrorhynchus; 10, Delphinapterus leucas; and 11 , Orcinus orca.



Fig. 2-5Correlatlon between average serum cortisol concentratlons and body sizes in adult
captive cetaceans species in KSW. 1, CePhalorhynchus commersonii; 2, Lagenorhynchus
obliquidens; 3, DelPhinaPterus leucas(male); 4, TursioPs truncatus(male); 5, Tursiops
truncatus(female); 6, DelphinaPterus leucas(female); 7, 0rcinus orca(female); and 8,
Orcinus Orca(male).



Fig. 2-6Correiation between average serum cortisol concentrations and body
sizes in captive cetaceans in KSW. Data from a male white whale was excluded.
1, Cephalorhynchus commersonii; 2,Lagenorhynchus obliquidens; 3, Tursiops
truncatus (male); 4, Tursiops truncatus (female); 5, Delphinapterus leucas
(female); 6, Orcinus orca (female); and 7, Orcinus orca (male).



Fig. 2-7 Diurnal changes in serum cortisol concentrations in Orcinus orca . Filled circles
indicate values in a male and open circles indicate values in a female . The curve line
shows a rhythm based on the average concentrations .



Fig. 2-8 Diurnal changes in cortisol concentrations in Tursiops aduncus .
Circles show cortisol concentrations for male 1 and diamond shapes show

those for male 2. The curve shows a change of average concentrations .
Open symbols of both individuals show concentrations in 8th June and

filled symbols show it in 15th June.



a

b

c

Fig. 2-9 Annual changes in the serum cortisol concentrations in three
Orcinus orca (a, maler; b,male 2; and c, female). Filled columns indicate
values in the morning (9:00-10:00) and striped columns indicate values in
the evening. N. D. means not detected.



Fig. 2-10 Annual changes in serum cortisol and progesterone concentrations in a female 

Orcinus orca.



Fig. 2-11 Correlation between serum cortisol and progesterone in a female 
Orcinus orca.



a

b

c

Fig. 2-12 Average serum cortisol concentrations for a year in three
Orcinus orca (a, maler; b, male 2; and c, female). Filled columns
indicate the average values in the morning and open columns indicate
those in the evening. Astarisks above columns indicate significant
difference between values in the morning and in the evening (*p<0.05,
**p<0.01).



Fig. 2-13 Changes in serum conisol concentrations after transport into an

aquarium in Steno bredanensis.



Fig.2-14Changesin serum cortisol levels after transport into captivity in
Orcinus orca(a:male, b:female),Delphinapterus 1eucas(c:male, d:female),
and Tursiops truncatus(e:male, f:female).



a)male

b)female

Fig. 3-1Percentages of cortisol in each HPLC fractions to the total concentration
in DelPhinapterus leucas. The upper rows show the results using FKA 402 and the
lower rows show the results using FKA 404 in a male (a) and female (b). These
results demonstrate that FKA 402 crossreacts to 21-deoxycortisol.



a)male

b)female

Fig. 3-2Percentages of cortisol in each HPLC fraction to the total concentration
in Balaenoptera bonaerensis. The upper rows show the resuhs using FKA 402
and the lower rows show the results using FKA 404 in a male (a) and female

(b). These results demonstrate that FKA 402 crossreacts to 21-deoxycortisol.



Fig. 3-3 Change in serum  21-deoxycortisol  concentrations after transport with time in

Steno bredaensis. N. D. means not detected.



Fig. 3-4 Correlation between serum cortisol and 21-deoxycortisol in

Steno bredanensis.



Table 1-1 Recrystallization of the radioactive metabolites

with the respective authentic steroid for identification.



Table 1-2 Metabolism of pregnenolone in the

adrenal cortex of BalaenoPtera bonaerensis.

*% for total count of substrate
.



Table 1-3 Metabolism of progesterone in the

adrenal cortex of Balaenoptera bonaerensis .

*

% for total count of substrate.



Table 1-4 Metabolism of 17- hydroxyprogesterone
in the adrenal cortex of Balaenoptera bonaerensis.

* % for total count of substrate.
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Table 2-2 Percentages of immunoreactivity as cortisol in the HPLC fractions of

cortisol to the total concentration in 11 cetacean species using FKA 404 antiserum .



Table 2-3 Serum cortisol concentrations in

Pseudorca crassidens and Tursiops aduncus.

*Mean±SD

**Number of samples (number of individuals).



Table 3-1 Steroid crossreactivities for FKA402 and FKA4o4* .

*FKA402: antiserum against cortisol-2l-succinil -BSA ,
FKA4o4: antiserum against cortisol-3-(O-carboxymethyl)-oxdme-BSA



Table 3-2 Percentages of immunoreactivity as cortisol in the HPLC fractions of cortisol and 21-

deoxyconisol(21-DOF)to the total concentration in 11 cetacean species using FKA402 antiserum.
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