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序論

　約40億年前に生命が海で誕生して以来、生物は多様な進化を遂げてきた。三畳紀後期

（約2億2，500万年前）に最初の哺乳類と言われるアデロバシレウスが登場し、多種多様

な進化が始まる。その中で最も興味深い進化を遂げた哺乳類のひとつに海棲哺乳類が挙

げられる。海棲哺乳類は新生代始新世（約5，000万年前）の頃、陸上から再び海に戻った。

分子系統学から、クジラ目（鯨類：Cε’θcθα）に最も近縁な陸棲哺乳類は偶蹄目カバ科

（1珈ρgρo∫α〃2’ぬθ）であることが報告されている（Nikaidoθ’鳳，1999）。加えて、近年、

これまでミッシングリンクとされてきた、鯨類と偶三目の共通の特徴を持つ化石が発見

される（Thewissenθ’α乙，2007）など、鯨類の進化についての知見は少なくない。鯨類は

環境適応の結果として、生体に様々な変化が生じ、現存する種は約80種と言われている。

　鯨類と偶蹄目の共通の特徴を持つ化石の形態と、安定酸素同位元素の構成より、鯨類

の先祖が水中で暮らすようになったのは、捕食者を回避するために水中に逃げ込んだと

の仮説が立てられた（Thewissenθ∫鳳，2007）。水中生活を行っているが、鯨類は哺乳類で

あるため肺呼吸を行い、母乳により子どもを育てている。さらに、二心房二心室の心臓、

7つの頚椎、3つの耳小骨など、陸棲哺乳類と同じ特徴を持っている。その一方、鯨類は

水の抵抗が少ない流線形のフォルムを持ち、呼吸を容易に行うため、噴気孔が背側に位

置している。また、多くの対向流熱交換システムを発達させることにより体温調節を行

う（Rommelθ∫鳳，1998）など、水中生活に適応した解剖学的・形態学的特徴を獲得して

いる。
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　鯨類ではその脳も特徴的である。鯨類の脳は前後に扁平な横長の形をしており、大脳

半球表面には複雑な脳溝を持っている。鯨類の脳は大きく、これまでに記録されている

最も重い脳は、体長15mのマッコウクジラ（英名：spe㎜whale，学名：P勿5⑳r

脚oroo¢助α1π5）のもので、9200gもある（K（j　ima，1951）。また、身体の大きさに対する脳

の大きさの比率である脳化指数｛脳重量（g）／（体重（g））213｝は、ヒト（0．89）に次い

でバンドウイルカ（英名：bottlenose　dolphin，学名：7セz5’（1ρ5か〃ηoα’〃5）（0．64）が大きく、

チンパンジー（0．30）と比べて2倍以上である（Russell，1979）。他にも、神経細胞の密度

を測定し、脳表面積から大脳皮質全体に分布する神経細胞の数を推定した結果、ヒトで

は約120億個、バンドウイルカでは約180億個の神経細胞が存在するという（Ridgw賜

1986）。さらに、脳に占める大脳の割合は人間と同等であり、これらのことからもイルカ

の高い知能が推察される。一方、魚類は脊椎動物の中で最も脳の発達程度が低く、その

原因のひとつとして、水中の溶存酸素を利用しているため、酸素を大量に必要とする脳

を十分に発達させることが不可能であったと考えられている（島本，2008）。魚類とは異

なり、鯨類は脳の発達および維持に十分な、高い酸素貯蔵能力を有している。

　鯨類は肺呼吸により酸素を取り込み、血中および筋肉中にヘモグロビン、ミオグロビ

ンを豊富に含むことにより、多くの酸素を体内に貯蔵することを可能にしている

（Kooyman　and　Ponganis，1998）。このことは、鯨類が水中生活へ適応するにあたり、最も

重要な生理学的変化のひとつであったと考えられる。しかし、酸素が結合しているオキ

シヘモグロビン、オキシミオグロビンは決して安定ではなく、活性中心のヘム鉄が容易

に酸化され、酸素結合能を持たないメトヘモグロビン、メトミオグロビンとなる。その
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際、活性酸素種（reactive　oxygen　species；ROS）の放出を伴い（Shikama，1998）、潜水と浮

上に伴う無呼吸／再酸素化や虚血再潅流は、さらに多くのRos発生を引き起こす（Filhoθ’

α乙，2002）。メトヘモグロビン、メトミオグロビンやROSの過剰な蓄積は、生体にとって

致命的であるため、鯨類は強い抗酸化作用を有している（Filhoθ’鳳，2002）。バンドウイ

ルカでは、強い抗酸化作用を持つ非タンパク体の存在が示されているが、その物質まで

は特定されていない（Nin伍li　Imd　Aluigi，1998）。

　鯨類の行動学的特徴のひとつとして、群れの形成が挙げられる。アカボウクジラ科

（Z励’偏αθ）やカワイルカi類（血’偏αθ，P1α∫α廊∫’ぬθ，　Poη∫｛～ρ07”4αθ）は比較的小さい2－5

頭の群れを作り、海洋性のバクジラ類の多くは大きな群れを形成し、時には数千頭に及

ぶこともある。群れの中には複雑なネットワークにより高度な社会が構築されているた

め、適切なコミュニケーション手段が必要となってくる。鯨類はコミュニケーション手

段を駆使して、餌の探索や繁殖、捕食者からの回避の効率化を図り、水中環境への適応

を進めてきたと思われる。

　鯨類は触覚、視覚、聴覚を用いてコミュニケーションを行っているが、触覚によるコ

ミュニケーションは、個体同士が接することが可能な距離にいる必要がある。視覚によ

るコミュニケーションは、光量や透明度、水深の影響を受けるため、比較的近距離のコ

ミュニケーションに用いられていると考えられる。一方、音波は水中を約1，500m／秒で進

み、短時間で広範囲に届き、多くの情報を送ることができるため、多くの鯨類が鳴音に

よるコミュニケーションを発達させてきた（Caldwellθ∫砿，1962；Jacobsθ’鳳，1993）。高

度な社会を構築・維持するために鳴音を駆使し、餌の探索や繁殖、捕食者からの回避の
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効率化を図り、水中環境への適応度を高めてきたと思われる。

　鳴音には、継続時間が数十から数百マイクロ秒程度で広帯域のスペクトルを持つパル

ス音と、継続時間が数百ミリ秒以上で狭帯域の非パルス音（ホイッスル）の二つに大別

される。パルス音は、数ミリ秒以上のパルス間隔を持つ超音波であるクリックスと、パ

ルス間隔が短く比較的低周波領域に主なエネルギーを持つバーストパルスに分類される。

クリックスは主にエコロケーションに用いられ、物体の定位、判別、認知などを行うこ

とが可能である。ホイッスルは、群れを形成する種において、お互いの位置を確認しあ

い、群れのまとまりを保つなど、社会的交渉に重要な役割を果たしている（Caldwell　and

Caldwell，1968；WUrsig　and　WUrsig，1979；Dingθ∫鳳，1995）。また、鯨類はシグニチャーホ

イッスルと呼ばれる、個体認識に十分な情報を含有した、個体特有のホイッスルを持っ

ており、お互いの確認に用いていると考えられている（Janik，2000；Janikθ∫鳳，2006）。

　鯨類において、行動学的知見は、行動観察などの非侵襲的な手法から得ることができ、

解剖学的・形態学的知見は死亡飼育個体やデッドストランディング個体を剖検すること

により得られる。そのため、鯨類に関する行動学的および解剖・形態学的知見は比較的

多く得られている。一方、生理学的・栄養学的知見を得るためには、負荷が加わる手法

を用いることが多く、鯨類は水中生活を行っていることもあり、研究アプローチの困難

さから、鯨類における生理学的・栄養学的知見は多くない。

　本来、人工的な環境下で動物を適切に飼育管理するとき、生理学的・栄養学的知見は

必要不可欠である。水族館などの飼育施設の多くは、獣医師もしくは飼育員による血液

一般性状・生化学検査（hematology　and　clinical　blood　chemis廿y；HCBC）と行動観察によっ
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て健康管理を行っている。しかしながら、HCBCおよび行動観察において、特に異常の

見られなかった個体の死亡が報告されており（Waples　and　Gales，2002）、突然死など不幸

な報告は数え切れず、さらなる検査方法の導入の必要性が求められている。彼らのQOL

（quality　of　li色）を向上させるためにも、十分な生理学的・栄養学的知見は必須であると

考える。それと同時に、生理学的知見を得ることは、海棲哺乳類における大きな謎であ

る「水中への適応」と「ストランディング」の解明にも不可欠である。なお、ストラン

ディングとは、海棲哺乳類が海岸に打ち上げられたり、入り江や河川などに迷入したり、

何らかの異常な状態であり、その原因は諸説存在するが、有力な原因は未だ明らかにな

っていない（Yamada，2000）。

　生体にとって、最も重要な物質のひとつであるタンパク質を主に構成しているのが20

種類のアミノ酸である。タンパク質を構成するアミノ酸において、生体内で合成されず、

食事から摂取する必要があるアミノ酸を必須アミノ酸（不可欠アミノ酸）、体内で合成さ

れるため必ずしも摂取する必要がないアミノ酸を非必須アミノ酸（可欠アミノ酸）と称

する。必須アミノ酸が不足するとタンパク質合成が阻害され、体重は減少し、窒素出納

値は負になる。成長期の個体であれば成長阻害を起こす。

　アミノ酸はタンパク質の構成成分としてだけではなく、組織中や血漿中に遊離した形

で存在し、生体内で多様な機能を有している。成長・加齢・妊娠・運動などの生理的状

態や、ストレス・疲労・低栄養・疾病・外傷などの病的状態において、その生体内バラ

ンスが変化することはよく知られており、生体内遊離アミノ酸組成と生理的・病的状態

には強い関連がある（Fischerθ∫鳳，1975；Morganθ∫鳳，1978；Wurtman，1983；Alamθ’鳳，
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1998；Aguiloθ’α乙，2000；Minowaθ’α乙，2000；Outerbridgeθ’α乙，2002；Smriga　and　Torii，

2003a，　b；Femstrom，2005；Rogeri　and　Costa　Rosa，2005；Hoodθ’αム，2006；Suarez　and

Krishnan，2006；Mizunoθ’鳳，2007）。さらに、一部の遊離アミノ酸は、低分子生理活性物

質の前駆体（Wurtman，1983；Smrigaθ如乙，2002；Femstrom，2005；YUdkofFθ∫鳳，2005；Suarez

and　Kris㎞an，2006；Mizunoθ∫鳳，2007）や、神経伝達物質としての機能（Gadea　and

L6pez－Colom6，2001；Hutsonθ∫α1．，2001；Xiangθ’α1．，2003；Inagawaθ∫α1．，2005；Yhdkoffθ如乙，

2005；Matsugamiθ’鳳，2006）も有している。加えて、様々な薬理作用も報告されており

（Banderet　and　Liebe㎜an，1989；M且tingθ∫αム，1992；Bri賃endeMαム，1994；W611sθ’αム，1999；

Moinardθ’αゐ，2000；Platellθ’αム，2000；Smriga　and　Torii，2003a；Rogeri　and　Costa　Rosa，2005；

Charlton，2006）、生命維持や健康維持・増進に必要不可欠である。

　本研究では鯨類を対象とし、第1章では血漿遊離アミノ酸、第2章では尿中遊離アミノ

酸、第3章では骨格筋、皮膚、および腸管中遊離アミノ酸の解析を行った。遊離アミノ酸

は、血漿と組織中に存在し、腎臓において再吸収もしくは排泄されることにより、生体

内で動的平衡を保っており（Emelyanovaθ∫鳳，2004）、生理状態をよく反映している。そ

のため、血漿、尿中、組織中の遊離アミノ酸を解析することで、鯨類の生理学的・栄養

学的特徴を明らかにする大きな手がかりとなると考えられる。また、生体内遊離アミノ

酸のモニタリングおよびコントロールはヒト・動物を問わず、健康管理に極めて重要であ

り、医療をはじめ、様々な分野への応用が可能である。そうした観点から、これまで報

告のない、鯨類の生体内遊離アミノ酸解析を試みた。それにより鯨類の生体内遊離アミ

ノ酸の参照値が明らかになり、生理学的・栄養学的知見の獲得およびアミノ酸の飼育管
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理等への応用に有益であると思われる。なお、本研究に用いた鯨類は分類上、バクジラ

亜目マイルカ科に属するバンドウイルカ、カマイルカ（英名：pacific　white－sided　dolphin，

学名：Lαgθηoz勿〃。加50研g〃14θη5）、ハナゴンドウ（英名：Risso’s　dolphin，学名：Gγα〃～ρπ5

創∫5θ〃3）、オキゴンドウ（英名：false－killer　whale，学名：P5θ〃do潟。αoアα∬’漉〃5）の4種であ

る。
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第1章　鯨類の血漿遊離アミノ酸濃度の解析

1－1　はじめに

　Protein（タンパク質）はギリシャ語のProteios（第一のもの）に由来しており、生命現

象にとって最も重要な物質である。その主要な作用は、1）酵素やホルモンとしての代謝

調節、2）受容体タンパク質としての生体内情報の伝達、3）抗原抗体反応を通じての生

体防御、4）筋タンパク質としての身体の維持・運動など、多岐にわたる。タンパク質は

アミノ酸から成り、量的にはタンパク質に組み込まれているアミノ酸が大部分を占める

が、その他にも血漿遊離アミノ酸（以下，血漿アミノ酸）、組織中遊離アミノ酸の形で存

在している。アミノ酸はこれら3つの形で体内に存在し、その全体をアミノ酸プールと呼

び、通常は動的平衡状態を保っている（Emelyanovaθ’鳳，2004）。このアミノ酸プールの

種差は、代謝の違いによりもたらされることが示唆されており（Petersε∫鳳，1971）、同

様の傾向を示すものの、それぞれ種特異的な生体内アミノ酸組成を示す（弓狩ら，1977）。

血漿アミノ酸はアミノ酸プール全体から見ると非常に小さいが、生体内で生じているア

ミノ酸プールの変化は血漿アミノ酸に反映されるため、それらを解析することで生理的

状態や臨床症状を知ることも可能である（Fischerθ’鳳，1975；Morganθ∫o乙，1978；W磁man，

1983；Alamθ’αム，1998；Aguiloθ∫α乙，2000；Minowaθ∫α乙，2000；Outerbridgeθ∫α乙，2002；

Smriga　and　Torii，2003a，　b；Femstrom，2005；Rogeri　and　Costa　Rosa，2005；Hoodθ’α乙，2006；

Suarez　and　Kris㎞an，2006；Mizunoθ’αム，2007）。

　タンパク質合成のためには20種類のアミノ酸が必要である。タンパク質を構成してい
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るアミノ酸のうち、体内で他のアミノ酸から合成されたり、糖の代謝物から合成された

りするため、食物から摂取しなくても成長や生理機能に支障をきたさないアミノ酸を、

非必須アミノ酸（あるいは可欠アミノ酸）と呼ぶ。一方、体内では合成されず、食物か

ら必ず摂取する必要があるアミノ酸を必須アミノ酸（あるいは不可欠アミノ酸）と呼ぶ。

Rose（1957）は、アミノ酸混合物中から1種類ずつアミノ酸を除き、どのアミノ酸を除い

たときに成人の窒素出納が負になるか（窒素出納試験）、もしくは成長が抑制されるか（成

長抑制試験）を調べることによって8種類のアミノ酸が必須アミノ酸であることを見出し

た。後に、KoppleとSwendseid（1975）によって、ヒスチジンも加えられ、成人における

必須アミノ酸は、ヒスチジン、イソロイシン、ロイシン、リジン、メチオニン、フェニ

ルアラニン、スレオニン、トリプトファン、バリンの9種類であることがわかった。必須

アミノ酸は動物種によって異なることが知られており、例えばネコでは以上に加えてタ

ウリンも必須アミノ酸である（Knopfθ’鳳，1978）。

　アミノ酸はタンパク質合成の基質となるだけではなく、遊離の状態で神経伝達や酸塩

基平衡の調整、低分子生理活性物質の前駆体としても重要な役割を果たしている。他に

も、抗酸化作用（Kohenθ’鳳，1988）、免疫増強作用（Brittendenθ’o乙，1994；Saitoε∫鳳，1999；

W611sθ’鳳，1999；Moinardθ∫鳳，2000；Rogeri　and　Costa　Rosa，2005）や、肝臓障害等により

生じた血漿アミノ酸異常を是正することにより薬理作用を発現することも知られている

（Banderet　and　Liebe㎜an，1989；MUtingθ∫α乙，1992；Tremelε’o乙，1994；Thu㎜㎝θ’α乙，1997；

Plate11θ’鳳，2000；Smriga　and　Torii，2003a；Charlton，2006）。例えば、オルニチンは各種アミ

ノ酸等の代謝産物であるアンモニアを無毒な尿素に変換するオルニチン回路に関与する。
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MUtingら（1992）は、アルコール性肝硬変患者25人に対し、13年間にわたりオルニチン

アスパラギン酸塩を99／day摂取させ続けたところ、血中アンモニアが約7割まで減少した

と報告している。また、オルニチン摂取による骨格筋増強・萎縮抑制（Elamθ∫鳳，1989）

や免疫賦活（Le　Boucherθ’鳳，1999；Robinsonθ∫鳳，1999）作用などが報告されており、多

種多様な機能を有している。他にも、分岐鎖アミノ酸（branched　chain　amino　acid；BCAA）

であるイソロイシン、ロイシン、バリンを運動前に摂取すると、運動中の主観的運動強

度と心因性疲労度は低下するが、これはBCAAが血液脳関門において、トリプトファン

の取り込みと競合することにより、脳内でセロトニン合成が抑制されるためと考えられ

ている（Blomstrandθ’鳳，1997）。なお、主観的運動強度とは、生体にかかる運動負荷を

運動者がどの程度の負担として感じているかを評価する尺度である。

　BCAAと芳香族アミノ酸（aromatic　amino　acid；AAA）であるフェニルアラニン、チロシ

ンのモル比（BCAAIAAA）で表されるフィッシャー比（Fischer’s　ration）は、肝機能評価

に用いられている（Fischerθ’鳳，1975）。多くのアミノ酸と同様AAAも肝臓で代謝される

ため、肝機能の低下が見られると血漿AAA濃度の上昇が見られる（Fischerθ’鳳，1975）。

一方、BCAAは主に骨格筋で代謝されるため、肝機能に低下が見られても血漿BCAA濃度

に変化は見られない。そのため、肝機能障害により、BCAA／AAAで表されるフィッシャ

ー比は有意に低下する（Fischerθ’鳳，1975）。また、肝硬変患者ではアンモニア代謝が障

害され、高アンモニア血症となる（Yamatoθ’鳳，1995）。その結果、　B　CAAを基質として

骨格筋が代償的にアンモニアを解毒するため、筋肉へのBCAA取り込みが充進し、血漿

BCAAが減少する（Yamato　8’鳳，1995）。肝硬変患者において、ワッシャー比が低い患者
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ほど生存率が低くなることも報告されており（Ybshidaθ∫α乙，1989）、　BCAA補充を適切に

行うことで生存率が改善するとの報告もある（Mutoθ∫鳳，2005）。その他にも、数種類の

血漿アミノ酸を組み合わせることにより、糖尿病モデルラットと正常ラットを識別する

ことが可能であり、臨床への応用が期待されている（Noguchiθ’鳳，2006）。

　以上のように、血漿アミノ酸を解析することで生理学的・栄養学的情報が得られるた

め、その情報を基に、食品や臨床にアミノ酸が応用されている。アミノ酸はヒトのみな

らず、イヌやネコなどのペットから、ウシやブタなどの畜産動物に至るまで広範囲で用

いられ、我々の生活と密接に関与しており、アミノ酸に関する知見はなおも蓄積されて

いる。しかしながら、鯨類におけるアミノ酸に関する報告はない。血漿アミノ酸は、ア

ミノ酸プールの変化をよく反映しており、生命維持に密接に関連し、種特異的な組成を

示す。そのため、血漿アミノ酸組成を解析することにより、鯨類の生理学的特徴や飼育

管理の新たな理解を得る手がかりとなると考えられる。そこで本章は、鯨類の血漿アミ

ノ酸組成を解析し、同時に解析したマウスおよび既に報告のある陸棲哺乳類の血漿アミ

ノ酸組成と比較検討することにより、鯨類の新たな生理学的・栄養学的知見を得ること

を目的とした。マウスを比較対照とした理由として、マウスではアミノ酸に関する先行

報告（Margolis，1974；Margolisθ∫鳳，1979；Bonfantiθ’鳳，1999；Vissersθ’鳳，2003；Hutson，

2006）があり、鯨類における各アミノ酸についての知見を得るために、それらの報告は

有用であると考える。それに加え、その他の陸棲哺乳類における血漿アミノ酸に関する

報告（Fischerθ’鳳，1975；Morganθ’鳳，1978；Wurtman，1983；Alamθ∫鳳，1998；Aguiloθ’o乙，

2000；Minowaθ’α乙，2000；Outerbridgeθ’αム，2002；Smriga　and　Torii，2003a，　b；Fernstrom，
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2005；Rogeri　and　Costa　Rosa，2005；Hoodθ∫αム，2006；Suarez　and　Krishnan，2006；Mizunoθ’α乙，

2007）も参考にすることにより、鯨類の血漿アミノ酸に関する、より深い理解を得るこ

とが可能である。また、血漿アミノ酸濃度解析による、健康状態評価への応用の可能性

を検討することも目的とした。アミノ酸による栄養評価を行う際、鯨類を対象として窒

素出納試験や成長抑制試験を行うことは倫理的な問題もあり、現実的ではない。必須ア

ミノ酸は体内では合成されないため、食事制限により低下を示すと考えられる。Kopple

とSwendseid（1975）がヒスチジンを必須アミノ酸であると決定した研究でも、ヒスチジ

ン制限から23時間後には血漿ヒスチジン濃度が半減することを報告している。一方、必

須アミノ酸は摂取することにより、必要量に達すると血漿濃度が急激に上昇する。これ

らの性質を利用して、給餌の有無による鯨類の血漿アミノ酸濃度の変動から必須アミノ

酸を推察した。
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1－2方法

1－2．1対象動物

　国内8旧館で飼育されているバンドウイルカ、カマイルカ、ハナゴンドウ、およびオキ

ゴンドウを対象とし、血漿アミノ酸解析を行った。各個体は、獣医師および飼育員によ

る血液一般性状・生化学検査（hematology　and　clinical　blood　chemistry；HCBC）と行動観察

による健康状態評価が行われた。それにより健康であると見なされた個体を本実験の対

象とした。各鯨類の個体数（N）および血液サンプル数（n）はTable　l－1に示した通りで

ある。個体によっては重複して採血を行っており、個体あたり平均2－3回（最大18回）

採血を行った。給餌による血漿アミノ酸変化の解析以外は、同一個体から同一日に複数

回の採血は行わず、最低でも2週間以上の採血間隔を設けている。

Table　1－1採血個体の個体数（N）および血液サンプル数（n）

個体数（N）

血液サンプル数（n）

♂ ♀

バンドウイルカ

カマイルカ

ハナゴンドウ

オキゴンドウ

0
0
（
∠
－

1
　1■
凸

2
く
ゾ
Q
／
Q
／
4

0
ノ
ー
晶
－
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1．2－2鯨類の採血および血漿アミノ酸解析

　尾鰭の血管より、ヘパリン加真空採血管に2－3mlの血液を得た。対象個体は採血に対

して十分に馴致されており、採血に困難はなかった。給餌、日内変動による影響を考慮

し、各園館とも採血日の初回給餌前、同じ時間帯（8：00－10：00）に採血した。得られた

血液を直ちに遠心分離（2，000g，10min）し、血漿を分取した。除タンパク処理のため、

血漿に対し2倍量の5％トリクロロ酢酸（trichloroacetic　acid；TCA）と混和し、遠心分離

（10，000rpm，15min，4℃）した。遠心後、上清を分取し、　CentrifUgal　Filter　Devices（Ultracel

W－10，Regeneted　Cellulose　l　O，000　MWCOI　Millipore，　Concord　Rd．Billerica，甑，USA）を用

いて分画分子量10，000の限外濾過を行い、アミノ酸解析に供した。サンプルはアミノ酸

解析が行われるまで一80℃で保存した。解析は、味の素株式会社ライフサイエンス研究

所所有の高速アミノ酸分析計L－8800A（株式会社日立ハイテクノロジーズ，東京）で行い、

イミダゾールジペプチドの一種であるカルノシン（β一アラニルーヒスチジン）を含む、27

種類の血漿アミノ酸を解析した。

1－2－3マウスの採血および血漿アミノ酸解析

　6週齢のICR系マウス（日本クレア株式会社，東京）6匹（雌雄各3匹）を用いた。室温

23±1℃、照明時間12時間／日（午前6時点灯，午後6時消灯）条件の動物室において、プラ

スチックケージで飼育した。飼料は固形飼料、飲料水は水道水を用い、自由摂食・飲水

とした。採血は頚椎脱臼による安楽死の後、心臓直接穿刺により行った。採血を行う前

日の消灯時より、絶食：を行った。血液処理および解析方法は1－2－2と同様である。
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1－2－4血漿BCAA濃度およびフイツシヤー比

　血漿イソロイシン、ロイシン、バリン濃度の合計により、血漿BCAA濃度を算出した。

血漿AAA濃度を、血漿フェニルアラニン、チロシン濃度の合計により求め、フィッシャ

ー比（BCAAIAAA）を求めた。

1－2－5給餌の有無による血漿アミノ酸濃度の変化

　バンドウイルカにおいて、給餌の有無による血漿アミノ酸濃度の変化を確認するため

に、それぞれ①（8：00－10：00）、②（10：00－12：00）、③（12：00－14：00）に採血を行った。

給餌による影響を受けない群（給餌なし）は、各時間帯で異なる個体から採血を行った。

給餌による影響を受ける群（給餌あり）は、下田海中水族館（静岡県下田市）にて飼育

されているバンドウイルカ（N＝3）について、①一③の各給餌前に経時的に採血を行っ

た。採血プロトコールおよび個体数（N）はFigure　1－1に示した。血液処理および解析方

法は1－2－2と同様である。

8：00 10：00 12：00 14：00

　　　　　　　　　　　　　　↑

　　　　　給餌なし　　　①採血

　　　　　　　　　　　　　（N＝21）

　　　　　　　　　　　　　↑　↑

　　　　　給餌あり　　①採血給餌

　　　　　　　　　　　（N＝3）

Figure　1－1採血プロトコール

　　　↑

　②採血

　（N＝18）

　↑　↑

②採血給餌

（N＝3）
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　　　↑

　③採血

　（N＝4）

　↑　↑
③採血給餌

（Nニ3）



　次に、各時間帯で得られた血漿アミノ酸濃度を基に、各アミノ酸の変化率を示した。

給餌なしは、①における血漿アミノ酸濃度の平均値を100％とし、②と③における各アミ

ノ酸の変化率を求めた。給餌ありは、①で得られた血漿アミノ酸濃度を100％とし、同一

個体内の②と③における変化率を求めた。

1－2－6性別および飼育形態の違いによる血漿アミノ酸濃度の違い

　バンドウイルカにおける、性別および飼育形態の違いによる、血漿アミノ酸濃度の違

いを確認するために、オス（N＝7）とメス（Nニ9）、プール（およそ1，000m2，水深3－4

m）飼育（N＝6）と生簑（およそ18，000m2，水深3－6m）飼育（N＝10）について群分

けし、血漿アミノ酸解析を行った。プール飼育のうち、オス個体は3頭であった。また、

どちらも屋外の施設であり、水温も同程度であった。対象は、季節や採血時間などの影

響を最小限にするために、①に採血された全てのオス個体とし、同日時に採血されたメ

ス個体を比較対照とした。さらにその中で、プール飼育個体と生賓飼育個体に分類した。

血液処理および解析方法は1－2－2と同様である。

1－2．7　統計処理

　重複して採血を行った個体については、個体内における各アミノ酸の平均値を求め、

当該個体のアミノ酸濃度として、各鯨類の血漿アミノ酸濃度（Fmoydl）の平均値土S．E．

の算出に用いた。各アミノ酸濃度の解析において、検出限界以下を示したサンプルにつ

いては、平均値の算出および統計解析からは除外した。各鯨類およびマウスの血漿アミ

16



ノ酸濃度の比較は、ランダム効果を各鯨類およびマウス個体とした、一般線形混合モデ

ル（general　linear　mixed　effbcts　model；GLMM）を適用し、有意差（ρ＜0．05）はGLMM

associated　ANOVAにて評価した。種間、給餌の有無の比較を行うために、多重比較とし

てHolm－Bonfbrroni法を用いて解析した。
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1－3結果

1－3－1血液一般性状および生化学検査

　各園館で健康管理の一環として行っているHCBCと行動評価の結果、採血個体は健康

であると判断された。HCBCデータの譲与について、各園館の獣医師、もしくは飼育員

から了承を得られた個体のHCBC結果のみ、　Table　1－2に示している。

Table　1－2各鯨類の血液一般性状および生化学検査

バンドウイルカ　カマイルカ　　ハナゴンドウ　オキゴンドウ

　　（n＝56）　　　　　　　（nニ19）　　　　　　　（n＝16）　　　　　　　（n＝＝3）

赤血球（×106／μ1）

ヘマトクリット（％）

血小板（×104／叫）

白血球（×103／μ1）

総タンパク量（g／dl）

アルブミン（g／dl）

アルブミン／グロブリン

AST（IU／l）

A∬r（兀r／1）

ALP（IU／1）

コレステロール（mg／dl）

BUN（mg／d1）

CPK（U／l）

2．9－4．6

33．7－60．2

6．1－22．1

4。7－11．9

5．3－8．8

3．4－6．5

1．0－2．0

137－300

　17－84

358－2517

　55－305

　36－110

　73－208

5．4－6．2

525－61．7

12．3－21．5

2．6－5．5

6．1－9．5

6．0－6．2

0．9－1．6

185－444

　51－111

190－1337

　92－188

　27－66

102－167

3．6－4．6

42．1－51．3

11．3－22．2

6．9－12．1

6．2－6．9

3．4－3．9

1．1－1．5

161－268

　23－82

923－2517

218－322

　50－66

　n．d．

3．8－4．0

49．4－51．O

　n．d．

65－7．9

　n．d．

5．7－6．0

1．3－1．5

　98－101

　4－7

881－934

　n．d．

　61－72

　n．d．

AST；アスパラギン酸アミノ基転移酵素、　ALr；アラニンアミノ基転移酵素、　ALP；アルカリフォスファター

ゼ、BUN；血中尿素窒素、　CPK；クレアチニンフォスフォキナーゼ、　n．d．；測定せず（no　data）

18



1．3－2血漿アミノ酸濃度

　Table　1－3にはバンドウイルカ、カマイルカ、ハナゴンドウ、オキゴンドウ、およびマ

ウスにおける、血漿アミノ酸27種類の濃度を示した。マウス血漿中において、カルノシ

ンは検出されなかった。各鯨類およびマウスの血漿アミノ酸濃度について、GLMM

associated　ANOVAを行った後、　Holm－Bonfbrroniの多重比較検定を行った結果をTable　1－4

と1－5に示した。検出限界以下のサンプルを含み、統計解析を行うことができなかったβ一

アラニンとカルノシンを除く、25アミノ酸濃度の比較では、バンドウイルカは、カマイ

ルカ、ハナゴンドウ、オキゴンドウとの比較において、それぞれ6アミノ酸の濃度に有意

差（ρ＜0．05）が見られた。また、カマイルカとハナゴンドウは8アミノ酸、カマイルカ

とオキゴンドウでは4アミノ酸の濃度に有意差（ρ＜0．05）が見られた。ハナゴンドウと

オキゴンドウの比較においても6アミノ酸の濃度に有意差（ρ＜0．05）が見られた。マウ

スの比較において、ハナゴンドウとの比較では11アミノ酸、その他の3種との比較では12

アミノ酸の濃度に有意差（p＜0．05）が認められた。同じ鯨類でも、種によって血漿アミ

ノ酸濃度が異なり、マウスとの比較においては、より多くの血漿アミノ酸濃度に違いが

見られた。

　全27項目中、各鯨類における血漿3．メチルヒスチジン濃度は非常に高く、マウスの血

漿3一メチルヒスチジン濃度の50倍以上高値を示し、GLMM　associated　ANOVAを行ったと

ころ、各鯨類とマウスの間に有意差（F［4，99］＝12．96，P＜0．05）が見られた。

Holm－Bon飴rroni法により、各鯨類とマウス、バンドウイルカとカマイルカおよびハナゴ

ンドウ、ハナゴンドウとオキゴンドウ間に有意差（ρ＜0．05）が見られた。
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肱ble　1－3鯨類4種類とマウスの血漿アミノ酸濃度

バンドウイルカ　カマイルカ　ハナゴンドウ　オキゴンドウ

　　（N＝21）　　　　　　（N＝10）　　　　　　　（N＝4）　　　　　　　（N＝2）

マウス

（N＝5）

アラニン

β一アラニン

アルギニン

アスパラギン

アスパラギン酸

シスタチオニン

システイン

グルタミン酸

グルタミン

グリシン

ヒスチジン

イソロイシン

ロイシン

リジン

メチオニン

1一メチルヒスチジン

3一メチルヒスチジン51．07±3．22

オルニチン

フェニルアラニン

プロリン

セリン

タウリン

スレオニン

トリプトファン

チロシン

バリン

カルノシン

42．69±4．07

0．79±0．08f

756±0．49

4．09±0．52

0．36±0．04e

O．96：と0．109

3．26±0．24

358±0．28

39．45士1．93

24．83±1．33

6．97土0．31

6．66土0．46

11．90＝圭：0．74

9．18±0．72

4．26＝圭0。33

1．73土0．279

1．89±0．11

8．13圭0．32

8．61±1．01

7．01±0．49

5．71±0．42

9．24士0．92

4．70±0．28

5．34±0．34

20．78±1．18

3．41＝と0．21

32．39±1．98

0．58±0．12d

7．51＝と0．75

3．41土0，34

0．33圭0．02

0．74±0．05

2．33土0．18

4．62±0．23　，

44．13±1．35

23。79土1．86

7．28土0．31

8．26±1．20

13．70土1．81

9．54±1．28

3．58圭0．33

2．63±0．25

35．81＝と2．01

　1．98±0．20

9．06士0．52

7．42：圭1．07

7．71士0．61

5．01土0．57

　8．47±0．75

6．78±0．48

5．26±0．54

21．47±1．70

2．14土0．12

41．06±5．15

0．36a

4．85＝と0．56

3．68士0．51

0．47士0．07

1．71±0．24

3．95圭0．18

5．61±0．93

61．37圭3．47

40．45±3．80

4。15±0．32

6．73土0．76

12．74士1．39

7．84±1．05

3．43±0．33

　1．61±1．31

34．64土4．43

　1．90±0．16

7．50土0．58

7．83土0．73

6．66＝上0．70

9．51土1．67

7．46土0．67

3．64±0．28

　5．28±0．62b

19．79土1．13

3．24士0，54

58．90±21．72

0．70a

8．39±0．13

2．96±1．10

0．16±0．07

0．87±0．08

2．75±0．12

7．15士1．38

73．84±12．61

29．82±13．68

7．86±1．96

7．48±0．32

14．26±0．62

10．60±1．61

3．87±0．25

0。50a

44．27±5．06

1．63±0．10

8．25土057

9．45±8．35

10．00±1．89

3．70土1．21

11．10±1．39

5．76ま＝0．44

5．31士1．58

24．10±0．56

2．82土1．48

35．88：圭2．44

　0．80a

13。61±0．76

　4．98±0．30

　3．77士0．58

　0．53＝圭：0．02

　359±0．25

12．77±1．40

57．50±2．39

38．65土4．24

　6．09士0．28

　6．83土0．39

　9．96±0．76

33．94土1．91

　4．17＝±：0．31

　0．61士0．21b

　O．69土0．20c

　5．54±0．15

　6。00±0．30

　5．56士2．20

16．35土0．97

129．43圭12．24

18．83土1．53

　8．70土0．78

　6．84士0．48

17．25士1．24

　　ND。

血漿アミノ酸濃度は平均値±S．E．（μmoydl）で示した。　N．D．は検出されなかった（not　detected）ことを示し

ている。濃度右上のアルファベットは検出された個体数（N）が異なることを示している（a＝1，b＝3，c＝4，

d＝9，e＝15，　f＝・17，　g＝19）。
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血ble　1－4血漿アミノ酸濃度の鯨類間比較

T．t．　v5．

　Lo．

T．t．　v5．

　Gg．

T．t．　v5．

　Pc．

Lo．　v5，

　　Gg，

L．o．　v5．

　　Rc．

Gg．　v5．

　　P．c

アラニン

β一アラニン

アルギニン

アスパラギン

アスパラギン酸

シスタチオニン

システイン

グルタミン酸

グルタミン

グリシン

ヒスチジン

イソロイシン

ロイシン

リジン

メチオニン

1一メチルヒスチジン

3一メチルヒスチジン

オルニチン

フェニルアラニン

プロリン

セリン

タウリン

スレオニン

トリプトファン

チロシン

バリン

カルノシン

酩
H
酩
酩
蝿
酩
耶
L
蝿
耶
耶
L
酩
鵬
囎
L
H
酪
L
酩
酩
蝿
酩
L
酩
酩
H

蝿
囎
酩
醐
鵬
L
酩
L
L
L
H
囎
耶
囎
酩
鵬
H
酩
耶
酩
酩
鵬
酩
酩
酩
酩
酩

L
一
耶
鵬
耶
酩
鵬
L
L
L
L
酩
酩
囎
耶
酩
酩
酩
酩
酩
L
酩
酩
酩
期
酩
蝿

耶
弼
酩
酪
酪
L
L
酪
L
L
H
酪
酪
酩
酩
H
酩
鵬
H
酪
酪
蝿
鵬
H
耶
酪
耶

L
一
団
酪

　
　
N
N

N
N

囎
鵬
酩
酩
酩
蝿
酩
囎
鵬
酩
L
鵬
酪
酪
酩
酩
L

L

一
耶
稲
稲
酩
酪
幡
L
酪
L
　
　
N
N

N
N
　
　
　
　
N

蝿
耶
L
L
酩
酪
鵬
鵬
酩
蝿

一行目には各鯨類の学名を頭文字で示している（Tt．；バンドウイルカ，Lo．；カマイルカ，Gg．；ハナゴンドウ，

Rc．；オキゴンドウ）。　p＜0．05において、先に記載した種が有意に高値（High）もしくは低値（Low）を示し

た場合、それぞれHとLで示している。NSは有意な差がなかったこと（Not　Signi五cant）を示している。一；

検出限界以下のサンプルを含み、統計処理を行うことができなかったことを示している。
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Table　1－5血漿遊離アミノ酸濃度のマウスと各鯨類の比較

バンドウイルカ　カマイルカ

　v5．マウス　　v5．マウス

ハナゴンドウ　オキゴンドウ

v5．マウス　　v5，マウス

アラニン

β一アラニン

アルギニン

アスパラギン

アスパラギン酸

シスタチオニン

システイン

グルタミン酸

グルタミン

グリシン

ヒスチジン

イソロイシン

ロイシン

リジン

メチオニン

1一メチルヒスチジン

3一メチルヒスチジン

オルニチン

フェニルアラニン

プロリン

セリン

タウリン

スレオニン

トリプトファン

チロシン

バリン

カルノシン

一
L
鵬
L
鵬
囎
L
L
L
鵬
酪
酩
L
耶
酩
H
L
酩
酩
L
L
L
L
酩
囎

蝿
一
L
酩
L
圏
酪
L
酩
L
酩
酩
鵬
L
囎
H
H
L
H
蝿
L
L
L
囎
鵬
鵬

酩
一
L
蝿
L
H
酪
L
鵬
酩
酩
鵬
酩
L
酩
酩
H
L
酩
酩
L
L
L
L
酩
酩

H
一
L
酪
L
囎
鵬
L
H
耶
H
酩
酩
L
酪
鵬
H
L
酩
鵬
L
L
L
酩
酩
圏

ρくo．05において、先に記載した鯨類が有意に高値（High）もしくは低値（Low）を示した揚合、それぞれH

とLで示している。NSは有意な差がなかったこと（Not　Signi五cant）を示している。一；検出限界以下のサン

プルを含み、統計処理を行うことができなかったことを示している。
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1．3－3血漿BCAA濃度およびブイツシヤー比

　血漿イソロイシン、ロイシン、バリンの総量である血漿BCAA濃度はバンドウイルカ、

カマイルカ、ハナゴンドウ、オキゴンドウ、マウスで、それぞれ39．34士2．28μmoydl、43．43

±4．62μmol／dl、39．26土3．27　Fmol／dl、45．84士1．50μmoレd1、34．04士2．37μmol／d1であった。

GLMM　associated　ANOVAを行ったところ、有意な差は認められなかった（F［4，100］＝

0．80）。

　Figure　1－2には、各サンプルのフィッシャー比を表した。バンドウイルカ、カマイルカ、

ハナゴンドウ、オキゴンドウ、マウスの平均値土S．E．は、それぞれ3．07±0．09、2．98±0．15、

3．83±0．24、3．15±0．35、2．67±0．23であった。GLMM　associated　ANOVAを行ったところ、

有意差が見られた（F［4，100］＝3．21，pく0．05）。　Holm－Bonfbrroniの多重比較検定を行った

結果、バンドウイルカとハナゴンドウ、カマイルカとハナゴンドウ、ハナゴンドウとマ

ウスのフィッシャー比に有意差（ρ＜α05）が見られた。また、各鯨類のフィッシャー比

において、100サンプル中12サンプルが2．4以下を示した。これは、ヒトにおいて肝機能

低下が疑われる値である（石井，2007）。
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Figure　1－2　鯨類4種とマウスのフィッシャー比（●）

異なるアルファベット間には有意差（ρ＜0．05）があることを示している。バーは平均値を示している。
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1－3．4給餌による血漿アミノ酸濃度への影響

　バンドウイルカにおける、給餌の有無による血漿アミノ酸濃度の変化をTable　1－6と1－7

に示した。給餌なしでは、③の時間においてアスパラギン酸が検出されなかった。それ

ぞれの場合における、各採血時間での血漿アミノ酸濃度を比較した結果、給餌なしで11

種類（約40％）のアミノ酸濃度に、給餌ありで18種類（約65％）のアミノ酸濃度に有意

差（ρ＜0．05）が見られた。3・メチルヒスチジン濃度は、どちらの場合においても有意な

差は見られず、血漿3一メチルヒスチジン濃度は給餌の影響を受けないことが示された。

　Figure　1－3には給餌の有無による血漿アミノ酸濃度の変化率を示した。給餌なしでは、

多くのアミノ酸濃度は減少する、もしくは変化が見られなかった。給餌なしにおいて25％

以上の濃度の減少を示し、かつ給餌ありにおいて150％以上の濃度の増加が認められたの

はイソロイシン、ロイシン、リジン、メチオニン、フェニルアラニン、タウリン、スレ

オニン、チロシン、バリンの9種類であった。これら9種類のアミノ酸濃度は給餌の有無

により変動率が大きいことが示された。
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Table　1－6給餌なしの各時間帯におけるバンドウイルカ血漿アミノ酸濃度

　①

CN＝21）

　②

（N＝18）

　③

（N＝4）

アラニン

β一アラニン

アルギニン

アスパラギン

アスパラギン酸

シスタチオニン

システイン

グルタミン酸

グルタミン

グリシン

ヒスチジン

イソロイシン

ロイシン

リジン

メチオニン

1一メチルヒスチジン

3一メチルヒスチジン

オルニチン

フェニルアラニン

プロリン

セリン

タウリン

スレオニン

トリプトファン

チロシン

バリン

カルノシン

42．69±4．07

do．79土0．08ゆ

7．56士0．49

　　　　　　34．09±0．52

bo．36±0．04

eo．96±0．10

3．26±0．24

3．58±0．28

　　　　　　■39．45±1．93

24．83±1．33

　　　　　　串6．97±0．31

6．66±0．46

11．90土0．74

9．18±0．72

4．26：圭0．33

e1．73±0．27串

51．07±3．22

　1．89土0．11

　　　　　　寧　8．13±0．32

　　　　　　零　8．61土1．01

　　　　　　寧　7．01土0．49

　5．71±0．42

　9．24：』0．92

　　　　　　奉　4．70±0．28

　　　　　　串　5．34±0．34

20．78圭1．18

　　　　　　●　3．41土0．21

42．11±4．18

　　　　　　事1．05±0．11

7．43±0．52

5．11±0．67†

ao．32土0．05

0．92土0．07

3．30圭0．27

3．52±0．38

47．84＝圭：2．07†

24．25±1．30

7．86±0．23†

5．83±0．47

11。01ま：0．88

7．70士0．43

4．17±0．20

cO．63士0。12†

44．43土2．05

　1．76±0．11

　8．13±0．32†

　　　　　　噸　6．58ゴ＝0．77

　7．78土0．49†

4．72±0．39

10．00土0．76

　6．00：圭：0．43†

　5．57±0．40†

19．52土1．69

　3．72±0．24†

26．18士6．39

2．54±0．71†

5．89±1．29

　　　　　　■1．46±0．46

　　N．D．

0．83±0．03

2．37土0．23

5．34士1．35

41．64±5．14．†

18．36±1．15

　　　　　　■5．94±0．11

4．33士0．57

7．72±0．92

5．22±0．57

3．04±0．07

0．67＝』0．15串†

40．16±2．33

1。54：圭：0．20

　　　　　　ゆ5．80±0．32

　1．37±0．49†

　　　　　　零5．18±0．75

3．89士0．90

6．27±0．99

5．92圭0．75亭†

　　　　　　●3．71土0．15

15．41士1．86

3．94士0．17．†

採血は①：8：00－10：00、②：10：00－12：00、および③：12：00－14：00に行った。血漿アミノ酸濃度は平均値±

S．E．　Qmol／dl）で示した。　N．D．は検出されなかった（not　detected）ことを示している。濃度左上のアルファ

ベットは検出された個体数（N）が異なることを示している（a＝10，b＝15，c＝16，d＝17，e＝19）。同一行内

の異なった符合（＊および†）間には有意差（p＜0．05）が認められた。
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Table　l－7 給餌ありの各時間帯におけるバンドウイルカ血漿アミノ酸濃度

　①

（N＝3）

　②

（N＝3）

　③

（N＝3）

アラニン

β一アラニン

アルギニン

アスパラギン

アスパラギン酸

シスタチオニン

システイン

グルタミン酸

グルタミン

グリシン

ヒスチジン

イソロイシン

ロイシン

リジン

メチオニン

1一メチルヒスチジン

3一メチルヒスチジン

オルニチン

フェニルアラニン

プロリン

セリン

タウリン

スレ墨縄ン

トリプトファン

チロシン

バリン

カルノシン

46．38±6．04

1．17土0．10

　　　　　　■7．56土0，55

3．32±0．49

　　　　　　■0．30士0．14

0．72圭0．21

4．39±0．31

　　　　　　‡3．45±0．36

46．06土9．76

　　　　　　参24．25±0．64

　　　　　　寧6．53±0．41

　　　　　　串5．57±0．41

　　　　　　串10．89±0．90

　　　　　　申9．64士0．73

　　　　　　串4．10±0．55

0．58圭0．12

32．65±5．21

　　　　　　●2．08：と0．17

　　　　　　喰7．73±0．29

　　　　　　辱13．72±058

8．90土1．17

　　　　　　ゆ3．84士0．03

　　　　　　寧10．64土1．48

　　　　　　07．03±0．16

　　　　　　辱5．28土0．93

　　　　　　ゆ23．13：と1．34

　　　　　　ゆ3．29±0．25

52．52土5．01

1．17±0．10

10。00±1．03零†

4．18±1．02

　　　　　　◎0．46±0．14

0．56±0．22

2．94±1．25

　　　　　　寧3．99±0．98

50．81＝圭13．48

36．56±2．96†

　　　　　　申7．83：上0．69

　　　　　　ゆ12．37士1．27

　　　　　　■20．13土1．66

　　　　　　零14．58士2．09

　　　　　　事6．15ま；0．66

0．66土0．10

36．22士6．36

　　　　　　嘩2．63圭0．70

10．13：上0．46喰†

17．98±0．89

10．60圭1．38

7．72±0．71†

　　　　　　寧13．42士3．16

9．55：と0．57癖†

　　　　　　事7．00±2．01

　　　　　　寧37．58圭1．32

2．93±0．21．†

58．26士1．07

1．13士0．14

16．27±2．42†

5．34±0．94

2．30＝圭0．55†

0。51ま：0．08

3．29士0．36

12．02±2．28†

48．62±4．30

38．35土2．99†

11．58±1．11†

35．93±5．26†

59．25土9．50†

31．66±2．29†

11．61±1．05†

0．76±0．13

44．02土7．17

7．60±0．53†

19．52＝±：4．14†

30．57±3．41†

14．47土1．50

33．21±1．58§

29．11：圭4．29†

11．54士1．09†

16．12±1．62†

82．62±9．84†

2．18±0．23†

給餌は①：8：00－10：00、②：10：00－12：00、および③：12：00－14：00に行われ、採血は給餌前に行った。血漿

アミノ高濃度は平均値±S．E．（μmoVdl）で示した。同一行内の異なった符合（＊，†，および§）間には有意差

（ρ＜0．05）が認められた。
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Figure　1－3給餌の有無によるバンドウイルカ血漿アミノ酸濃度の変化（％）

給餌なし（…・…）は①（8：00－10：00）を100％としたときの②（10：00－12：00）、③（12：00－14：00）におけ

る血漿アミノ酸濃度の変化率（％）の平均値土S．E．を表した。給餌あり（一一）は、①を100％としたと

きの②、③における血漿アミノ酸濃度の変化率を表した。縦軸は変化率（％）、横軸は時間帯を示している。

＊と†は、それぞれ給餌なしと給餌ありにおいて、①と比較して有意差（p＜0．05）が認められたことを示す。
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1－3－5　性別および飼育形態の違いによる血漿アミノ酸濃度の違い

　性別および飼育形態が異なるバンドウイルカについて、それぞれの血漿アミノ酸濃度

とGLMM　associated　ANOVAを行った結果をTable　1－8に示した。オスでは、セリン濃度が

メスより有意に高く（F［1，26］＝7．62，p＜0．05）、多くのアミノ酸でオスの方が高濃度を

示した。これは、成人男性は成人女性と比較して、多くの血漿アミノ酸濃度が高値を示

すというAmlstrongとStaveの報告（1973）と同様の結果となった。プール飼育では血漿タ

ゥリン濃度が生賓飼育より有意に高く（F［1，26］＝6．13，p＜0．05）、多くのアミノ酸でプ

ール飼育の方が高濃度を示した。
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丁吾ble　l－8 バンドウイルカでの性別および飼育形態の違いによる血漿アミノ酸の比較

性別 飼育形態

オス

（N＝7）

メス

（N＝9）

生賓飼育

（N＝10）

プール飼育

　（N＝6）

アラニン

β一アラニン

アルギニン

アスパラギン

アスパラギン酸

シスタチオニン

システイン

グルタミン酸

グルタミン

グリシン

ヒスチジン

イソロイシン

ロイシン

リジン

メチオニン

1一メチルヒスチジン

3一メチルヒスチジン

オルニチン
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プロリン

セリン
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トリプトファン

チロシン

バリン

カルノシン

55．84圭9．49

do．97±0．10

8．36＝上0．99

4．15±0．83

do．44＝土：0．05

eo．96土0．21

3．32土0．54

3．57±0．42

41．29士4．00

26．43±2．57

7．36±0．55

　7．80土0．75

14．32＝と1．21

10．43±1．11

　4．89＝上0．70

el．62±0．52

54．24士5．30

　2．02±0．21

　8．77圭0．66

11．21＝土：2．27

　　　　　　■　7．75土0．98

　6．62±0．63

10．98±2．15

　4．84±0．67

　6．22士0．68

25．01±159

　3．83±0．35

36．92土3．97

eo．82±0．12

7．17±0．73

3．47土0．53

cO．40±0．05

f1．02土0，20

3．11±0．40

3．41±0．36

34．42±2．42

25．70±2．07

6．55士0．53

6．65±0．76

11．40±1．15

　8．85±1．34

3．91土0．51

f1．85±0．48

49．65＝圭：5．17

　1．87土0．1S

　7．87圭0．49

　7．55±1．19

　5．87±0．55

　5．73±0．70

　8．11±1。13

　4．40±0．41

　4．81＝圭：0．41

20．42±1．72

　3．26±0．36

47．98±6．55

90．85：圭：0．09

7．84土0．76

4．00±0．68

eo．41±0．05

1．02：と0．14

3．59±0．21

3．43±0．31

38．66±3．15

26．66±2．32

6．89＝＝』0．51

6。96土0．75

12．09±1．17

9．67士1．20

4．52士0．54

91．45±0．42

49．05±5．29

2．06士0．13

　8．35士0．51

　9．91±1．70

　7．22±0．69

　5．43±0．59†

　9．79＝と1．60

　4．75±0．56

　5．59±0．60

2251±2．00

　3．34±0．24

40．57±8．67

a1．08±0．05

7．45＝±：1．05

3．38圭0．54

bo．45±0．06

cO．93±0．39

2．55±0．72

3．57土0．50

35．38士3．36

24．95±1．74
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　1．72土0．28

　8．12＝と0．71

　7．89：と1．78

　5．82±0．94
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22．31土1．16

　3．79＝ヒ0．58

血漿アミノ酸濃度は平均値±S．E．（Fmoydl）で示した。濃度左上のアルファベットは検出された個体数（N）

が異なることを示している（a＝2，b＝3，　c＝4，　d＝5，　c＝6，　f＝8，　g＝9）。＊と†はそれぞれ性別もしくは飼育形

態の違いにより有意差ψく0．05）が認められたことを示す。
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1．4考察

1－4－1鯨類における血漿アミノ酸濃度の種差

　4種類の鯨類について血漿アミノ酸の解析を行った結果、血漿アミノ酸濃度に種差があ

ることが明らかになった。血漿アミノ酸組成の種差に影響を与える要因として次のこと

が考えられる。最も大きな要因は与えられる餌である。飼育下の鯨類は主にサバやアジ

などの魚類が与えられ、ハナゴンドウやオキゴンドウではそれに加え、イカなどの頭足

類が与えられる。これらは主に野生下で鯨類が捕食していると考えられているものであ

る（Ridgway　and　Harrison，1999）。しかし、アミノ酸解析に用いた血液は給餌前に採血を

行っており、前日の給餌から約17時間以上が経過しているため、食餌による直接的な影

響は比較的少ないものと考えられる（Petersθ∫鳳，1971）。また、環境要因が血漿アミノ

酸組成に与える影響も大きい。Table　1－9には本研究で用いた4種類の鯨類の一般的な特徴

を示した。

Table　1－9 本研究で用いられた鯨類の一般的な特徴（斑dgway　and　Harrison，1999）

体長（cm） 体重（kg） 生息域

バンドウイルカ

カマイルカ

ハナゴンドウ

オキゴンドウ

～400

～250

～400

～600

～300

～200

～400

～1400

温帯から熱帯域

冷帯から温帯域

温帯から熱帯域

温帯から熱帯域

　本研究で用いた各鯨類は、多くの飼育施設で同じか、もしくは類似した飼育環境下（飼

育施設面積，水深，水温，気温など）に置かれている。これは全国の飼育施設を対象に行
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つた調査からも推測できる（大洗水族館，1992）。一方、有意に異なる血漿アミノ酸濃度

を示したアミノ酸の数は、どの鯨類間比較においても同様であり、鯨類における血漿ア

ミノ酸濃度の種差は、野生から飼育への環境の変化に起因するとは考えづらい。4種類の

サルとヒトの血漿アミノ酸濃度を解析した結果において、どの比較においても異なるア

ミノ酸の数は同様であり、血漿アミノ酸組成の種差は代謝の違いによりもたらされると

報告されている（Petersθ’鳳，1971）。このことから、鯨類の血漿アミノ酸濃度に認めら

れた種差も、代謝の違いに起因すると考えられ、鯨類においても血漿アミノ酸は生理状

態を十分に反映していると考えられる。

　日本ではこれまで約30種類の鯨類の飼育が試みられてきたが、現在飼育されているの

は約10種類である。De丘anとPlyor（1980）も、全ての鯨類が飼育成功を収めているわけ

ではなく、飼育成功率は種によって異なると述べている。これは鯨類により、異なった

飼育管理法が必要であることを示唆している。今回、4種類の鯨類における、血漿アミノ

酸濃度の参照値およびその種差を明らかにしたことで、HCBCに加え、各鯨類における

生理的変化や健康状態の指標のひとつとして、血漿アミノ酸も有用であると考えられる。

また、血漿アミノ酸は栄養状態を反映しているため、通常時に加え、病中病後などのホ

メオスタシスが変化した場合の栄養状態評価、それに続く調餌やサプリメントの投与計

画にも有用な情報を与えると考えられる。

1－4－2水中生活への適応による血漿アミノ酸濃度の変化

　鯨類とマウスの比較において、血漿アミノ酸濃度は大きく異なることが示され、なか
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でも特徴的だったのは3一メチルヒスチジンであり、鯨類の血漿中には多く含まれていた。

3一メチルヒスチジンは骨格筋のアクチンとミオシンに存在するヒスチジン残基が、翻訳

後にメチル基修飾（メチル化）を受けることにより産生される（Ybungθ’o乙，1972）。対

応するtRNAが存在していないので、3一メチルヒスチジンはタンパク質再合成に用いられ

ることはなく、多くの動物種でそれ以上の代謝を受けずに、ほとんどが尿中に排泄され

る（Ybungε’α乙，1972）。そのため、3一メチルヒスチジンは筋タンパク質異化の指標とし

て用いられている（Bu㎜an　e’α1．，1979；A丘ingθ’α1．，1981；Nagasawaθ∫α1．，1996；Vissersθ∫

鳳，2003；Nakashimaε’鳳，2005）。一方、ブタやヒツジ、ウサギなどはイミダゾールジペ

プチドの一種であるバレニン（β一アラニルー3一メチルヒスチジン）を保有している（Harris，

1981；Harris　and　Milne，1987）。これらの動物は、バレニンの基質である3一メチルヒスチジ

ンの再吸収を行い、バレニン合成に用いている（Rat㎞acherε’α1．，1996）。そのため、バ

レニンを多く保有している鯨類（Suyamaθ∫鳳，1970）でも、血漿3一メチルヒスチジンが

高濃度であった要因のひとつとして、再吸収が行われていることが考えられる。しかし、

これまで報告されている多くの陸棲哺乳類や鳥類の血漿3一メチルヒスチジン濃度は2．00

μmoydl未満であり、再吸収を行っているブタやヒツジでも4．00　Fmoydl未満である（Ybung

and　Munro，1978；Blazer－Yost　and　Jezyk，1979；Harris　and　Milne，1981；Rathmacherθ’α1．，1993；

Nagasawaθ’α1．，1996；Rat㎞acherθ’α乙，1996；Goldsteinθ’α1．，1999；Vissersθ’α1．，2003；

Nakashimaθ’砿，2005）。陸棲哺乳類と比較して鯨類の血漿3一メチルヒスチジンはあまりに

高濃度であり、鯨類での3一メチルヒスチジン動態を明らかにするためにも、尿や骨格筋

の3一メチルヒスチジン濃度の解析が必要である。

35



　バンドウイルカの血漿中には、強い抗酸化作用を持つ非タンパク体が存在することが

示されたが、その物質までは特定されなかった（Ninfhli　and　Aluigi，1998）。カルノシン、

ヒスチジン、3一メチルヒスチジンは抗酸化作用を持つことが知られており（Kohenθ’α乙，

1988）、カルノシンは脂質酸化、タンパク質酸化に対して、有効な抗酸化作用を示すこと

も知られている（Nagasawaθ’鳳，2001）。本研究において、3一メチルヒスチジンとカルノ

シンが血漿中に高濃度に含まれていたことから、これらの物質が鯨類の血中に存在する

強い抗酸化作用に寄与している可能性は高い。血液と並んで酸化反応およびROSが多い

組織として、骨格筋が挙げられる。そこで、骨格筋のアミノ酸濃度を解析することによ

り、鯨類の抗酸化作用における3一メチルヒスチジンとカルノシンの寄与が明らかになる

かもしれない。

1－4－3鯨類の血漿BCAA濃度

　BCAAの中でも、とくにロイシンは血液脳関門を急速に通過し、脳内の興奮性神経伝

達物質であるグルタミン酸の合成に重要な役割を果たしている（YhdkofFθ’鳳，2005）。そ

のためBCAAの代謝に関連している分岐鎖α一ケト酸脱水素酵素（Branched－chainα・keto

acid　dehydrogenase；BCKDH）を不活化するBCKDHキナーゼ（BDK）を持たない、　BDK

ノックアウトマウスは、血液、脳、心臓、腎臓、および骨格筋中BCAA濃度が低値を示

し、てんかん発作や成長阻害が生じる（Joshiθ’α1．，2006）。　BDKノックアウトマウスとは

異なり、メープルシロップ尿症の患者は血中および組織中のBCAA濃度が高値を示し、

精神発達遅滞や痙攣などを示す（Hutsonθ∫α1．，2001；Hutson，2006）。したがって、海棲哺
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乳類が水中で生活していることを考えると、神経症状や発達遅滞などは溺死のリスクを

増加させるため、BCAAの過不足が海棲哺乳類に与える影響は大きい。本研究で得られ

た鯨類の血漿BCAA濃度は、これまでに報告されている陸棲哺乳類の血漿BCAA濃度

（Blazer－Ybst　and　Jezyk，1979；Goldsteinθ∫鳳，1999；Blomstrand，2001）と同程度であり、鯨

類間およびマウスとの比較においても有意差が認められなかった。Platellら（2000）は、

BCAA投与による様々な効果を報告しているが、鯨類においても同様の効果が得られる

と考えられる。しかし、上述したように過剰なBCAA投与は精神発達遅滞や痙攣などの

リスクを増加させる。そのため、鯨類の血漿BCAA濃度に関する本研究の結果は、今後

飼育管理において、安全にBCAAを投与する上で、重要になる。

1－4－4鯨類のフィッシャー比

　WaplesとGales（2002）は、　HCBCおよび行動評価において異常が見られなかった個体

の死亡を報告しており、さらなる検査法導入の必要性を言及している。そこで本研究で

は、鯨類の新たな健康評価法としてフィッシャー比の導入を考えたい。Figure　1－2にはバ

ンドウイルカ、カマイルカ、ハナゴンドウ、オキゴンドウ、およびマウスのフィッシャ

ー比を示した。それぞれの平均値および多くのサンプルが、ヒトにおける正常値（2．4以

上）（石井，2007）の範囲内であり、鯨類の飼育管理にフィッシャー比を用いる場合、こ

れまで報告されているフィッシャー比に関する知見を適応することが可能であると考え

られる。そのため、フィッシャー比による肝機能評価や、Mutoら（2005）が肝硬変患者

におけるBCAA補充の効果を報告したように、鯨類においても同様の効果が得られる可
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能性は高い。

　今回解析した鯨類のうち、12サンプルは2．4以下を示し、フィッシャー比の概念から言

えば肝臓機能の低下が疑われる個体であった（石井，2007）。一方、フィッシャー比を算

出するために用いた血液サンプルは、各園館の獣医師と飼育員のHCBCおよび行動評価

により健康であると見なされた個体から得ている。そのためWaplesとGales（2002）の報

告にもあるように、HCBCや行動評価では検出されなかった肝機能の低下を、フィッシ

ャー・比が検知した可能性が考えられる。そのような個体に対して、BCAAを補充するこ

とによってフィッシャー比の是正を行うことは、より適切な飼育管理を可能にすると思

われる。

1－4－5鯨類の必須アミノ酸の推測

　アミノ酸による栄養学的評価を行う際、まず必要となるのは必須アミノ酸と非必須ア

ミノ酸の分類である。必須アミノ酸は食物から摂取する必要があるため、人工飼育下に

おいて、必須アミノ酸の摂取は、飼育に関わっている人間にゆだねられている。しかし

ながら、これまで鯨類のアミノ酸に関する研究は行われておらず、鯨類における必須ア

ミノ酸は全く不明である。そこで本研究では、鯨類の必須アミノ酸を推測するために、

給餌の有無による血漿アミノ酸の変化を解析した。必須ナミノ酸は完全に食物由来のた

め、制限されることにより血漿濃度の低下が見られ、給餌により上昇すると考えられる。

　Figure　1－3において、変動の大きかった9種類のアミノ酸のうち、チロシンとタウリン

以外の7種類がヒトにおける必須アミノ酸と同様であった。チロシンはフェニルアラニン
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から合成されるが、幼少期や病的状況下などでは生体が必要とする量を合成できないた

め、準必須アミノ酸（条件付き不可欠アミノ酸）に分類されている。そのためチロシン

は必要量を満たさなかったことにより、必須アミノ酸と同様の動態を示したものと考え

られる。また、タウリンは動物種によっては必須であり、給餌の有無による影響を大き

く受けたことから、鯨類においても必須アミノ酸である可能性は高い。以上のことより、

イソロイシン、ロイシン、リジン、メチオニン、フェニルアラニン、タウリン、スレオ

ニン、バリンは給餌の有無により血漿濃度に大きく変動が見られるため、鯨類における

必須アミノ酸であることが示唆された。

　KoppleとSwendseid（1975）が実験的に証明するまでヒスチジンは必須アミノ酸として

扱われていなかった。高等動物においてはヒスチジンの体内分解速度は極めて遅く、再

利用率が著しく高いため、Rose（1957）が行った実験においても、ヒスチジン欠乏条件

で窒素出納が負にならなかった。本研究においても、ヒスチジンが他に比べてその変動

が小さかったのは同様の理由が考えられ、鯨類においてもヒスチジンが必須アミノ酸で

ある可能性は高い。今回の問題点として、給餌を行っていない群では、同一個体から経

時的に採血を行っていないため、血漿アミノ酸の日内変動の傾向を示しているに過ぎな

い。しかし、給餌を行わずに同一個体から経時的に採血を行うことは技術的および倫理

的に問題があり、現段階で行うことは現実的に不可能である。

　給餌により血漿3一メチルヒスチジン濃度は有意に変化しなかったことから、鯨類の血

漿中に高濃度に存在している3一メチルヒスチジンは、餌由来ではなくではなく内的要因

に由来することが示された。
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1－4－6性別および飼育形態の違いが血漿アミノ酸濃度へ及ぼす影響

　プール飼育と生賓飼育で与えている餌に大きな違いがなく、両施設の水温および雌雄

の比率は同様であるため、これらの偏りがアミノ酸組成の違いに影響を与えたとは考え

づらい。性別、飼育形態の違いにより、血漿アミノ酸組成に差が見られた要因のひとつ

として、運動量の違いが考えられる。運動によるアミノ酸必要量の違いが、血漿アミノ

酸濃度に影響を与えたと考えられる。また、他の動物において、年齢による血漿アミノ

酸濃度の変化が報告されており（Blazer－Ybst　and　Jezyk，1979）、鯨類でも年齢による血漿

アミノ酸組成の違いは存在すると考えられる。しかし、飼育個体とはいえ、鯨類は主に

野生下で捕獲され搬入されるため、正確な年齢把握は困難である。性別や成長段階、飼

育環境などが異なれば、ホメオスタシスも一様ではなく、アミノ酸の需要と供給のバラ

ンスの違いが血漿アミノ酸組成に反映されたと考えられる。そのため、血漿アミノ酸を

指標とした栄養評価を行い、性別や成長段階、飼育環境を考慮し、各個体に必要なアミ

ノ酸が十分に摂取できるよう調餌やサプリメント投与を行うことは、鯨類の健康維持・

増進にとって重要であると考えられる。

　第1章では、バンドウイルカ、カマイルカ、ハナゴンドウ、オキゴンドウ、およびマウ

スの血漿アミノ酸濃度の解析を行った。その結果、鯨類では3一メチルヒスチジンが陸棲

哺乳類と比較して、非常に高濃度で血漿中に存在することが明らかになった。また、マ

ウスで検出されなかったカルノシンが4種類の鯨類では含まれることが明らかになった。

3一メチルヒスチジンとカルノシンは強い抗酸化作用を持つことが知られている。これは
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おそらく、水中生活への適応による進化の過程で生じた、生理学的変化のひとつである

と考えられる。また、その他のアミノ酸を解析することにより、血漿BCAA濃度、フィ

ッシャー比も明らかになった。医療の現場で用いられているこれらの指標を明らかにし

たことで、鯨類の飼育管理にも応用できる。また、Noguchiら（2006）は血漿アミノ酸濃

度を多彩なアルゴリズムに適応させることによって、様々な生理的・病的状態の診断へ

の応用を提案しており、鯨類の健康管理においても有用であると考えられる。例えば、

各施設で定期的に行っているHCBCに加え、血漿アミノ酸を測定することにより、健康

状態の評価を行い、生体内バランスに変化が生じた際には、アミノ酸投与によりそのア

ンバランスを是正することによって、病的状態の改善を試みることも可能である。本章

ではさらに、アミノ酸に関する栄養学的知見も得ることができた。今後、この知見を基

に、種差や性別、成長段階、飼育環境の違いによるアミノ酸必要量を決定し、それに見

合った調餌・サプリメント投与計画を立てることで、飼育個体の健康維持・増進、疾病

予防、さらには長寿化に役立つことが期待される。
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第2章　バンドウイルカの尿中遊離アミノ酸濃度の解析

2－1　はじめに

　血中の遊離アミノ酸は腎糸球体で濾過され、多くが近位尿細管で再吸収されて血中に

戻るが、再吸収されなかったアミノ酸は尿中へ排泄されており（Tanakaθ’鳳，1989）、ア

ミノ酸プールが生体内で動的平衡を保つ上で腎臓が果たす役割は大きいと考えられる。

そのため、筋タンパク質の消耗、代謝異常などにより血漿アミノ酸の増加・減少が生じ

た場合、尿中遊離アミノ酸（以下，尿中アミノ酸）も同様に増加・減少することが知ら

れている（Tizianelloθ’鳳，1980；Wassnerθ’鳳，1980；Rennie　and　Millward，1983；Nagasawa　e∫

鳳，1996）。また、腎機能により血漿アミノ酸濃度が影響を受けることも報告されており、

健康なネコと比較して、慢性腎不全を患っているネコでは血漿アミノ酸に変化が見られ、

これは腎クリアランスの変化により生じたものと考えられる（Goldsteinε∫α乙，1999）。こ

のように血漿アミノ酸と尿中アミノ酸には関連が見られる。

　鯨類の腎臓は300－6，000個の小腎が集まってひとつの腎臓を形作っており、この形体

は分葉腎と呼ばれている。また、海棲哺乳類の腎臓は他の哺乳類と比較して相対的に大

きく、ネフロンに富んでおり、これはおそらく塩分を排泄するための機能だと考えられ

ていた（Sl麺peち1958）が、実際はそれほど高張尿を排泄するわけではない（0貢iz，2001）。

さらに、modi飾ation　of　diet　in　renal　disease（MDRD）法による推定糸球体濾過量（estimated

glomerular　filtration　rate；eGFR）によると、バンドウイルカのeGFRは、ヒトや他の哺乳類

と類似しており、排泄能力に大きな違いはないものと考えられる（Vbnn－Watsonθ∫α乙，
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2008）。

　運動や絶食、疾病などにより、筋タンパク質の分解が生じると3一メチルヒスチジンの

血中への漏出が見られ、血漿3一メチルヒスチジン濃度は上昇する（Nagasawaθ∫α乙，1996；

Nakashimaθ∫鳳，2005；Akamatsuθ∫鳳，2007）。筋タンパク質の分解により血中に放出され

た3一メチルヒスチジンは、そのほとんどが再吸収されず尿中に排泄され（Ybungθ’鳳，

1972）、血漿と尿中3一メチルヒスチジン濃度に相関があることが知られている（Nagasawa

θ∫鳳，1996）。そのため、尿中3一メチルヒスチジンも血漿3一メチルヒスチジンと同様、筋

タンパク質分解の指標として用いられている（Nagabhushan　and　Rao，1976；Dohmθ∫鳳，

1982）。ヒトにおいて、血中に生じた3一メチルヒスチジンの95．5％は代謝を受けずに尿中

に排泄されるが（Longθ’鳳，1975）、他にも次の二つの異なる動態を示す動物種が存在し

ている。

　ひとつは、体内で3一メチルヒスチジンがさらに代謝を受ける動物種である。ラットや

マウスなどでは、3一メチルヒスチジンが代謝を受け、その代謝産物が尿中に排泄される

ことが報告されている（Tomasθ’鳳，1984；Murrayθ∫鳳，1985；Vissersθ∫鳳，2003）。3一メチ

ルヒスチジンはヒスチジン脱炭酸酵素により脱炭酸を受け3一メチルヒスタミンとなり、

さらにモノアミン酸化酵素Bにより酸化され3一メチルイミダゾール酢酸となる。アイソト

ープによる実験から、ラット尿中の約27％は代謝を受けず3一メチルヒスチジンのまま排

泄され、約70％は代謝を受けN一アセチルー3一メチルヒスチジンとなって排泄されることが

明らかとなった（Muπayθ’鳳，1985）。また、マウスでは性差が確認されており、オスで

は約70％、メスでは約30％が代謝を受けず3一メチルヒスチジンとして排泄される（Murray
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θ’α1．，1985）。

　もうひとつに、イミダゾールジペプチドの一種であるバレニンを体内に保持している

動物種である。これらの動物はブタ、ヒツジ、ウサギなどが知られており、筋タンパク

質の分解により生じた3一メチルヒスチジンは、尿中へ排泄するのではなく、保持するこ

とにより、新しく増大した筋組織中にバレニンを蓄積していく（Rat㎞acherθ’鳳，1996）。

鯨類はその骨格筋に多くのバレニンを保有していることから（Suyamaθ’鳳，1970；Harris

and　Milne，1981；Harris　and　Milne，1987）、3一メチルヒスチジンの再吸収を行っていること

が推測される。体内の3一メチルヒスチジン動態を解析する場合、アイソトープ（3一［2H3］

Methylhisitidineなど）を用いて、コンパートメントモデルを構築する（Murrayθ’鳳，1985；

Rat㎞acherθ’o乙，1993；IU㎞acher　e磁，1995；Rat㎞acherθ磁，1996）。しかし、コンパー

トメントモデルの構築には、対象個体への頻回におよぶ採血や、24時間にわたる全尿採

取、骨格筋のバイオプシーが必要であるため、水中生活を行っている鯨類に適用するこ

とは不可能である。

　カルノシンもバレニン同様、イミダゾールジペプチドの一種であり、骨格筋（Bauer　and

Schulz．，1994；Bakar（動iev　and　Baueち1994）や脳（Horinishiθ’oち1978；Bauer　e∫αち1982）な

どに存在している（Tsuboneθ’鳳，2007）。また、カルノシンは血液脳関門を通過すること

も知られており（Jinθ’鳳，2005）、神経伝達もしくはモジュレーター作用（Margolis，1974；

Sakaiε’鳳，1987；Bon㎞tiθ’鳳，1999）、抗酸化作用（Kohenθ’鳳，1988）、神経保護作用

（Boldyrevθ∫鳳，2004）、骨格筋における緩衝作用（Daveメ1960）など、生体内で多様な

機能を有していると考えられている（Tsuboneθ’鳳，2007）。　Gardnerら（1991）がヒトに
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おいてカルノシンの吸収後の動態を解析した結果、経口摂取されたカルノシンは・摂取2

時間後に尿中への排泄ピークが見られ、その後は減少することを示し、5時間後までに・

摂取されたカルノシンの14％が回収された。

　生体内アミノ酸が動的平衡を保つ上で腎臓が果たす役割は大きく、尿中アミノ酸解析

は鯨類における生理学的知見や、アミノ酸の体内動態に関する情報を得るために・重要

であると考えられる。しかし、鯨類の尿中アミノ酸を解析した報告はこれまでにない。

そこで本研究では、オペラント条件付けを利用し、ステージ上で自発的排尿が可能であ

るバンドウイルカから尿サンプルを採取し、尿中アミノ酸濃度の解析を行った。また、

比較対照としてマウスの尿中アミノ酸濃度の解析を行うことにより、バンドウイルカに

おける生理学的知見の獲得と、アミノ酸の体内動態の推測を目的とした。尿中アミノ酸

濃度は、同時に解析を行ったクレアチニン値によって補正された。クレアチニンは主と

して骨格筋で産生された後、体内で代謝を受けることなく腎臓から排泄される。したが

って、腎機能の急激な変化がなければ、クレアチニンは糸球体で濾過され尿中に排泄さ

れる。排泄量は体格に比例し、他の物質と同じく濃縮されるため、尿の濃縮の程度によ

る濃度補正を行うことが可能である。
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2－2　方法

2－2－1バンドウイルカの採尿および解析方法

　新潟市水族館マリンピア日本海（新潟県新潟市）で飼育されているバンドウイルカ（N

＝3）は飼育員の指示によりステージ上で排尿が可能であり、採尿を行うことができる。

採尿時間による変動を考慮し、採尿は13：00－15：00に行われた。得られた尿を遠心分離

（2，000g，5min）し、尿上清を分取した。除タンパク処理およびアミノ酸解析は第1章と

同様である。解析されたアミノ酸は尿中クレアチニン値により補正された。尿中BCAA

濃度は、尿中イソロイシン、ロイシン、バリン濃度の合計により求めた。

2－2－2マウスの採尿および解析方法

　マウスの飼育条件は第1章と同様である。採尿は2・2・1と同様、13：00－15：00に行った（N

＝6）。尿サンプル処理および解析方法は2－2－1と同様である

2－2－3尿中クレアチニン測定

a試薬

1．O　g／dlピクリン酸（2，4，6－Trinitropheno1；TNP）

　TNP（和光純薬工業株式会社，大阪）1gに約80mlの蒸留水を加えて加熱しながら溶解

し、100mlに定容した。
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1M水酸化ナトリウム（NaOH）

　NaOH（和光純薬工業株式会社，大阪）29を約40m1の蒸留水に溶解し、50mlに定容した。

1．O　mg／mlクレアチニン標準液

　クレアチニン（和光純薬工業株式会社，大阪）100mgを0．1M塩酸溶液（和光純薬工業

株式会社，大阪）で溶解し、100mlになるように定糊した。使用時まで4℃で保存した。

b測定手順

　尿中クレアチニン測定には96穴マイクロプレート（E㎜APIate，96　well，　No　Lid，　Flat

Bo賃om，　Certi且ed　High　Binding，　Non－Sterile，　Polystyrene：Corning　Incorporated，　NY；USA）を使

用したヤッフェ法を用いた。1．O　mg／mlクレアチニン標準液および尿は100倍希釈し、測定

に用いた。10F9／mlクレアチニン標準液、100倍希釈尿および蒸留水をそれぞれスタンダ

ード（STD）、サンプルおよびブランク（BLK）とし、各2穴に120F1ずつ添加した。次に、

1．09／dl　TNPおよび1MNaOHを40μVwe11加え撹搾した。室温で20分間静置した後・吸光度

　（490nm）をマイクロプレートリーダー（Model　680：Bio－Rad　Laboratories，　CA，　USA）を

用いて測定した。尿中クレアチニン濃度（mg／dl）は以下の式により求めた。

クレアチニン濃度（mg／dl）

＝（サンプルの吸光度一BLKの吸光度）／（STDの吸光度一BLKの吸光度）×100
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2－2－4　統計処理

　重複して採尿を行った個体については、個体内における各アミノ酸の平均値を求め、

当該個体のアミノ酸濃度として、各鯨類およびマウスの尿中アミノ酸濃度の平均値±

S．E．の算出に用いた。尿中アミノ酸濃度はクレアチニン補正を行い、平均値±S．E．（10●2

FmoVmg　creatinine）で表した（Table　2－1）。各アミノ酸濃度の解析において、検出限界以

下を示したサンプルについては、平均値の算出および統計解析からは除外した。バンド

ウイルカとマウスの尿中クレアチニン濃度および尿中アミノ酸濃度の比較は、ランダム

効果をバンドウイルカおよびマウス個体とした、GLMMを適用し、有意差（p＜0．05）は

GLMM　associated　ANOVAにて評価した。
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2－3結果

　バンドウイルカとマウスの尿中クレアチニン濃度はそれぞれ77．01士15．81mg／d1、

102・57±6・35mg／dlであり、有意差（F［1，15］＝3．13，P＜0．05）があった。尿の濃縮の程度

に差が見られたため、尿中アミノ酸濃度はクレアチニン補正を行った。

　Table　2－1にはクレアチニン補正を行った尿中アミノ酸濃度を示した。バンドウイルカ

の尿中で検出されなかった、イソロイシンとトリプトファンを除く、25種類のアミノ酸

濃度に有意差（ρ＜0．05）が認められた。

　バンドウイルカの尿中カルノシン濃度は、マウスと比較して、有意に高値を示した（F

［1，11］＝41．21，p＜0．05）。一方、カルノシンの基質であるβ一アラニンとヒスチジン濃度は、

バンドウイルカでは有意に低値を示した（それぞれF［1，15］＝95．07，F［1，15］＝20。49，p＜

0．05）。

　バンドウイルカの尿中3一メチルヒスチジ≧濃度は、マウスの尿中3一メチルヒスチジン

濃度の約5分の1程度であり、有意に低値を示した（F［1，15］ニ8．95，ρ＜0．05）。また、マ

ウスの尿中3一メチルヒスチジン濃度はオろ（22．24±3．30×10㌔moymg　creatinine）の方が

メス（11．15士0．60×10’2Fmol／mg　creatinine）より約2倍高値を示した。これはMurrayら

（1985）の報告と同様であり、マウスでは3一メチルヒスチジンは代謝されて排泄されて

いることが確認された。

　尿中BCAA濃度は、バンドウイルカとマウスにおいて、それぞれ5．68±0．36×1び

μmoレmg　creatinine、48．86±6．19×10㌔moymg　creatinineであり、両者に有意差（F［1，15］＝

23．72，p＜0．05）が見られ、マウスでは高濃度を示した。
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Table　2－1バンドウイルカとマウスの尿中アミノ酸濃度

バンドウイルカ

　　（N＝3）

マウス

（N＝6）

アラニン

β一アラニン

アルギニン

アスパラギン

アスパラギン酸

シスタチオニン

システイン

グルタミン酸

グルタミン

グリシン

ヒスチジン

イソロイシン

ロイシン

リジン

メチオニン

1一メチルヒスチジン

3一メチルヒスチジン

オルニチン

フェニルアラニン

プロリン

セリン

タウリン

スレオニン

トリプトファン

チロシン

バリン

カルノシン

　　　　　　　ホ　4．61±0．83

　　　　　　　ゆ　7．81±1．90

　　　　　　　零　0．65土0．19

　　　　　　　電　4．21±0．40

　　　　　　　串　0．31±0．16

　　　　　　　零　3．62±0．49

　　　　　　　串　7．37圭1．13

　　　　　　　■　1．60±0．26

　　　　　　　亭　7．79±0．87

　　　　　　　零　23．28土3．26

　　　　　　　●　2．43士0．14

　　　N．D。

　　　　　　　8　1．31±0．35

　　　　　　　亭　2．24±0．25

　　　　　　　傘　1．12±0．11

　　　　　　　ホ　10．25＝圭1．90

　　　　　　　寧　3．51±0．11

　　　　　　　寧　0．71±0．06

　　　　　　　雫　0．55ま＝0．08

　　　　　　　零　0．78±0．08

　　　　　　　串　3．45±0．17

　　　　　　　ホ1015．95土147．49

　　　　　　　■　9．27士0．80

　　　N．D．

　　　　　　　辱　5．15圭0．98

　　　　　　　零　2．89±0．35

　　　　　　　申　30．88±9．87

25．49土2．16

33．42±1．83

　12．56土0．89

　14．61±1．04

　4．27土0．65

　15．60±1．02

　29．88±5．10

　15．63±0．82

　48．79士3．36

　68．91±6．13

　7．73：士0．63

b3．84±0．65

　30．37：土：4．75

　18．08±1．60

　20．78±3．00

　21．25土5．30

　16．69土2．90

　11．35±0．59

　3．70圭0．19

　10．06±0．32

　20．78土1．61

1095．65士133．53

　31．18±2．17

　ao．29

　17．32士1．40

　16．57±1．93

　bo．96±0．13

尿中アミノ酸濃度はクレアチニン値で補正し、平均値±S・E・（1092μmoymg　creatinine）で示した。　ND・は検

出されなかった（not　detected）ことを示している。濃度左上のアルファベットは検出された個体数（N）が

異なることを示している（a＝1，b＝3）。＊はGLMM　associated　ANOVAにより・両群の比較に有意差（ρ＜0・05）

が認められたことを示す。
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2－4考察

　第2章では、バンドウイルカとマウスの尿中アミノ酸濃度の解析を行った。その結果、

比較を行った全てのアミノ酸濃度において、有意差が認められた。これまでの報告では、

鯨類と陸棲哺乳類の排泄能力に大きな違いはないとされてきた（Venn－Watsonθ’α1．，2008）

が、少なくともアミノ酸に関しては大きな違いがあることが明らかとなった。その中で

も、カルノシンは最も顕著な違いを示した。

　カルノシンが血中に留まっている時間は短く（Begumθ’α1．，2005）、その生理作用は一

過性である可能性が推測される。血中のカルノシンは速やかに1）血中に存在する分解酵

素に分解される、2）尿中に排泄される、3）骨格筋などに取り込まれる、と考えられて

いる（Begumθ∫鳳，2005）。また、経口から摂取されたカルノシンは尿中に排泄されるこ

とも報告されている（Gardnerθ’鳳，1991）。しかしながら、鯨類が餌としている魚類には

カルノシンがほとんど含まれていないこと（Suyamaθ∫鳳，1970）を考えると、鯨類に見

られた高濃度の尿中カルノシンが餌由来であることは考えづらい。そのため、鯨類にお

ける、高濃度の尿中カルノシンは、餌由来ではなく、主に血中に存在するカルノシンが

排泄された結果である可能性が高い。一方、マウスでは血中に加え、腎臓にもカルノシ

ン分解酵素が存在することが知られており（Margolisθ’鳳，1979；Begumθ’αち2005）・カ

ルノシンは分解酵素により、β一アラニンとヒスチジンに分解される（Begumθ∫鳳，2005）。

バンドウイルカの尿中カルノシン、β一アラニン、ヒスチジン濃度の結果より、バンドウ

イルカではこれら分解酵素活性が低いか、もしくは全くないという可能性が考えられる。

　バンドウイルカの尿中3一メチルヒスチジン濃度はマウスと比較して低値であり・これ
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までに報告されている陸棲哺乳類の尿中3一メチルヒスチジン濃度（Ybung　and　Munro，

1978；Blazer－Yost　and　Je耳yk，1979；Rathmacherθ’σ1．，1995；Rathmacherθ’α1．，1996）　と比較し

ても、非常に低値である。第1章で同類の血漿3一メチルヒスチジン濃度は非常に高値を示

したにもかかわらず、尿中3一メチルヒスチジン濃度が非常に低値を示したことは興味深

い。その理由のひとつに、バレニンの存在が関連していると思われる。

　ブタやヒツジ、ウサギといった動物は筋組織中にバレニンを有し（Suyamaθ’α1．，1970；

Harris　and　Milne，1981；Harris　and　Milne，1987）、3一メチルヒスチジンの再吸収によって合成

を行っている（Rathmacherθ∫鳳，1996）。鯨類もバレニンを多く保有しており（Suyamaθ∫

鳳，1970）、バンドウイルカに見られた尿中3一メチルヒスチジンの低値は、再吸収が起き

た結果だと考えられる。しかし、その再吸収の程度は大きく、例えば陸棲哺乳類の中で、

筋組織中に多くバレニンを保有しているブタでさえ、尿中3一メチルヒスチジン濃度は0．22

±0．01Fmoymg　creatinine（Rat㎞acherθ∫鳳，1996）と、バンドウイルカの約6．3倍高値を示

す。そのため鯨類において、再吸収された3一メチルヒスチジンは・バレニン合成以外に

も生体内で重要な役割を果たしていると考えられ、そのひとつとして・第1章で考察した

抗酸化作用が考えられる。すなわち、酸化作用による影響が大きい骨格筋中の3一メチル

ヒスチジン濃度を解析することにより、3一メチルヒスチジンと酸化に関して・さらなる

理解が得られると思われる。

　血漿ではその濃度に有意な差が見られなかったBCAAであるが・バンドウイルカの尿

中では、マウスと比較して有意に捨値を示した。これはバンドウイルカとマウスのBCAA

再吸収能の違いに起因するものだと考えられる。再吸収されたBCAAは体内に保持され
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ると考えられるが、第1章で血漿濃度に差が見られなかったことより、組織中に取り込ま

れている可能性が高い。ヒトにおいて、BCAA投与により骨格筋中BCAA濃度が上昇し、

骨格筋から放出される必須アミノ酸量の減少が見られ、筋タンパク質の分解が抑制され

ることが示されている（MacLeanθ∫鳳，1994）。また、　BCAAは骨格筋においてエネルギ

ー源となることもわかっている（Platellθ∫α乙，2000）。したがって、バンドウイルカにお

いて再吸収されたBCAAは骨格筋中に取り込まれ、筋タンパク質の分解抑制やエネルギ

ー源としての役割を果たしていると推察される。鯨類は索餌や呼吸などの生命維持、社

会的交渉や繁殖などのために長い距離を泳ぎ（中島，2006）、潜水と浮上を繰り返してい

る。そのため、鯨類にとって筋タンパク質分解を最小限に抑制することや、エネルギー

源を確保することは、種の繁栄にとって必要不可欠であったと考えられる。

53



第3章　鯨類の骨格筋、皮膚、および腸管中遊離アミノ酸濃度の解析

3－1　はじめに

　鯨類は索餌や呼吸などの生命維持、社会的交渉や繁殖などのために長い距離を泳ぎ（中

島，2006）、潜水と浮上を繰り返している。バンドウイルカは水深90m付近で最も中性浮

力が得られ、引力と浮力のバランスが取れた状態となる（Skrovanθ’鳳，1999）。潜水時に

は引力がかかるため比較的容易に潜ることが可能であるが、浮上時にも同様に引力はか

かり、それに逆らう力が必要となる（Skrovanε’鳳，1999）。これらのことより、霊気が通

常行っている筋運動は陸棲哺乳類とは比較にならないほどの仕事量であると考えられる。

そのため、鯨類には抗疲労機序が存在していることが容易に想像できる。中島（2006）

は、鯨類の骨格筋に豊富に含まれているバレニンとカルノシンに抗疲労効果があるとの

仮説を提唱し、マウスへの投与により遊泳時間の延長および懸垂スコアの上昇が見られ、

筋疲労に対する効果が明らかになった。また、カルノシンの基質であるβ一アラニンの投

与により骨格筋中のカルノシンに増加が見られ、それに伴い総仕事量が増加することも

報告されている（Hillε’鳳，2007）。

　無機リン酸（inorgamic　phosphate；Pi）の蓄積が筋疲労の原因のひとつであることは・

Dawsonら（1978）によって指摘されており、その後の研究から、Piの濃度が増加すると、

ミオシンArPase活性の最大値あるいは筋原線維のCa2＋に対する感受性などが低下するこ

とが明らかとなった（Vandenboom，2004）。また、骨格筋では、　Ca2＋濃度の調節は筋小胞

体により行われているが、piは筋小胞体の機能も抑制することが示唆されている（Duke
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and　Steele，2000；Dutkaθ’鳳，2005）。カルノシンは、筋小胞体のカルシウムチャネルへの

Ca2＋親和性の充進や再取り込みの充進などにより、抗疲労作用を持つことが知られてい

る　（Begumθ’01．，2005）。

　筋疲労が起こるその他の要因として、ROSの関与も知られ（和田ら，2006）、抗酸化物

質により筋疲労が改善することも知られている（Reid，2008）。　ROS暴露により筋疲労が

生じた骨格筋では、ミオシンに構造的な変化が起こっており、ミオシン重鎖の酸化が報

告されている（Yamadaθ’鳳，2006）。酸化の影響についてLoweら（2001）は、ミオシン

頭部には収縮機能に重要な役割を果たすスルフヒドリル基が数個存在し、これらが酸化

されると、アクチンと強く結合するミオシン頭部の数が減少することを示した。骨格筋

中のカルノシンは抗酸化作用を持っており（Kohenθ’鳳，1988）、これによっても抗疲労

効果を発揮することが明らかになってきた（Begumθ’鳳，2005）。

　海棲哺乳類やペンギン科など、生命維持のために水中に深く長く潜ることを要求され

る動物は、陸棲哺乳類よりも優れた酸素貯蔵能力を持っている。彼らの骨格筋にはミオ

グロビンが豊富に含まれており、約30－50％の酸素を筋中に保有している（Kooyman　and

ponganis，1998）。ミオグロビンを豊富に含む骨格筋は強い赤色を呈するため赤筋と呼ば

れ、ミオグロビンが乏しい速筋線維と比較して、持久力があり収縮速度が遅いので遅筋

線維とも呼ばれている。一般的に哺乳動物のミオグロビンは約150個のアミノ酸残基から

なるタンパク質であり、その中にはヒスチジン残基が多く含まれ（四釜ら，2001）・酸素

結合能にヒスチジン残基が関連することが知られている（Phillips　and　Schoenbom・1981）。

ミオグロビンに酸素が結合した状態のオキシミオグロビンは決して安定ではなく・活性
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中心のヘム鉄が容易に酸化され、その際にROSを放出する（Shikama，1998）。また潜水時

は、骨格筋などの好気的代謝に依存している臓器や組織において、急激な血流量の制限

を受け、無酸素／再酸素化および虚血再潅流によって、さらに多くのROSが発生する

（Filhoθ’鳳，2002）。　Rosは酸素分子（02）由来の分子種で、02が還元されて生じるスー

パーオキサイドや過酸化水素などが含まれる。一般的に、生体内のROSは、主として代

謝系の副産物であると考えられている。ROSは殺菌作用や、生体内のシグナル伝達分子

としての作用などを有しているが、過度のROS曝露は細胞障害や癌化の原因など、生体

にとって毒性を示すため、生体には抗酸化機構が備わっている。

　抗酸化物質としてはビタミン等が広く知られているが、Kohenら（1988）はカルノシ

ンと並び、ヒスチジン、3一メチルヒスチジンにも抗酸化作用を持つことを示した。また、

バレニンもカルノシンと同じイミダゾールジペプチドであり、その構造内に3一メチルヒ

スチジンを含有しているため、同様に抗酸化作用を持っていると考えられる。潜水性の

動物は体内に多くの抗酸化物質を含んでいることが解明されつつあり（Filhoθ∫鳳，2002）、

鯨類の骨格筋内には抗酸化作用を持つカルノシンが豊富に含まれることが知られている

（Suyamaθ’鳳，1970；Harris　and　Milne，1981；Harris　and　Milne，1987）が、アミノ酸に関し

ては未だ情報がない。

　第1章において、鯨類では血漿3・メチルヒスチジンが陸棲哺乳類と比較して非常に高濃

度であることが示された。これまで報告されているように・骨格筋は主要な3一メチルヒ

スチジンの産生・貯蔵場所であり、血漿3一メチルヒスチジンの多くは骨格筋に由来して

いる（Ybungθ’鳳，1972；A丘ingθ’αち1981；Harris・1981；Wassner　and　Li・1982；Millward　and

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　56



Bates，1983；Brennerθ∫αム，1987；Nagasawaθ∫α乙，1996；Rat㎞acherθ附表，1996；Nakashimaθ’

鳳，2005）。3一メチルヒスチジンは骨格筋において、速筋線維に存在するミオシン重鎖の

球状頭部と、アクチンポリペプチドの73番目に存在するヒスチジン残基が、翻訳後にメ

チル化されることにより産生される（Elzingaθ’砿1973；Ybung　and　Munro，1978）。一方、

胎児の骨格筋のミオシンや心筋、遅筋線維では欠くことが報告されている（Kuehl　and

Adelstein，1970）。鯨類の骨格筋にも、速筋繊維が含まれていることも知られており

（Dearolfθ’鳳，2000）、鯨類においても、陸棲哺乳類と同様、3一メチルヒスチジンは骨格

筋で産生されていると考えられる。そのため、鯨類体内における3一メチルヒスチジンの

由来を明らかにするために、骨格筋のアミノ酸解析を行うことは必要である。鯨類の3一

メチルヒスチジンは、わずかながら皮膚や腸管にも由来することが確認されているので、

皮膚や腸管中の濃度も検討する必要があるだろう。

　持久的な運動学には、骨格筋の筋タンパク質分解が充進ずる。BCAA摂取において、

運動中の筋タンパク質分解抑制効果が認められている（MacLeanθ’鳳，1994）。また、

BCAAは骨格筋においてエネルギー源となることもわかっている（Platellθ∫α1．，2000）。鯨

類に見られる持久的な運動を可能にするためには・抗疲労作用や筋タンパク質分解抑制

作用、筋運動を行うためのエネルギー源は必要不可欠である。第1章・第2章の結果より・

鯨類はBCAAを多く骨格筋に貯蔵していると予想された・さらに運動時において・腸管

はBCAAの供給源として重要な役割を担っていることが示唆されている（Millwardθ’αム，

1994；H：arnadaθ∫αム，1999）。

　本章では、骨格筋中、皮膚中、腸管中遊離アミノ酸（以下・骨格町中・皮膚中，腸管中
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アミノ酸）を解析するために、水族館で死亡したバンドウイルカおよびストランディン

グにより死亡したバンドウイルカの骨格筋および皮膚、ならびにハナゴンドウの骨格筋、

腸管、および皮膚を用いた。陸棲哺乳類動物としてマウスを比較対照とし、同時にマウ

スの骨格筋、腸管、および皮膚のアミノ酸解析も行った。それにより、潜水性の動物で

ある鯨類が保有している抗酸化作用へのアミノ酸の寄与と、鯨類における3一メチルヒス

チジンの由来を解明する一助となる。また、抗疲労作用、筋タンパク質分解抑制作用や

エネルギー源として、鯨類の持久的な運動を可能にする要因のひとつとして、カルノシ

ンやBCAAの寄与を示唆することができると考えられる。
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3－2　方法

3－2－1鯨類の骨格筋、皮膚、および腸管サンプル採取

　バンドウイルカの骨格筋（最長筋：〃鰐。〃1〃510η9’∬肋〃5）（n＝8）および皮膚（n＝9）、

ハナゴンドウの骨格筋（最長筋：〃1〃5c〃1〃∫10ηg∫∬伽π5）（n＝1）、皮膚（n＝1）・および腸

管（起始部，中間部，および末端部）（N＝1）は、国立科学博物館（東京都新宿区）なら

びに横浜・八景島シーパラダイス（神奈川県横浜市）より分与された。各臓器はデッド

ストランディング個体、もしくは水族館死亡個体である。

3－2－2　マウスの骨格筋、皮膚、および腸管サンプル採取

　マウスの飼育条件は第1章と同様である。頚椎脱臼による安楽死後、骨格筋（最：長筋：

脚5c〃1鰐10ηg∫∬肋〃3）、皮膚（剃毛処理済）、腸管（小腸および大腸）を採取した。

3－2－3　骨格筋中、皮膚中、および腸管中アミノ酸解析

　骨格筋、皮膚、および腸管の処理は株式会社日立ハイテクノロジーズ（東京都港区）

の方法に従った（Hitachi　High－Technologies　Corporation，2007）。各臓器1gに蒸留水を約8ml

加え、ホモジナイズした後、10m1に定容した。懸濁液を遠心分離（3，500g，10min，4℃）

し、上清1を得た。上清1500Flに10％TCA　l　mlを加え撹搾し、遠心分離（10，000rpm，10min，

4℃）により上清11を得た。上清H500Flをn一ヘキサン500Flと混和し遠心分離（10，000rpm，

10mi。，4℃）後、水層をDi・p・・abl・S∬i・g・Filt・・U・it（13田・2・A・AD・州TEC・T・灯・・J・p・n）

を用いて濾過しサンプルとした。サンプルは解析が行われるまで一80℃で保存した・解
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析は第1章と同様である。骨格筋および腸管中BCAA濃度は、骨格筋および腸管中イソロ

イシン、ロイシン、バリン濃度の合計により求めた。

3－2－4　統計処理

　各鯨類およびマウスの骨格筋、皮膚、腸管中アミノ酸濃度（mg／g　tissue）を平均値±S．E．

で表した（Table　3－1，3－2，3－3）。各アミノ酸濃度の解析において、検出限界以下を示した

サンプルについては、平均値の算出および統計解析からは除外した。バンドウイルカと

マウスの骨格筋および皮膚中アミノ酸濃度の比較には、ウェルチのt検定を用いた。重複

して採取を行ったハナゴンドウの腸管については、個体内における平均値を各アミノ酸

濃度とした。ハナゴンドウとマウスの腸管中アミノ酸濃度の比較は、ランダム効果をハ

ナゴンドウおよびマウス個体とした、GLMMを適用し、有意差（p＜0．05）はGLMM

associated　ANOVAにて評価した。
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3－3結果

3－3－1骨格筋中アミノ酸濃度

　Table　3－1にはバンドウイルカ、ハナゴンドウ、マウスの骨格筋中アミノ酸濃度を示し

た。ハナゴンドウとマウスにおいて、システインと1．メチルヒスチジンは検出されなか

った。またマウスにおいて、筋中3一メチルヒスチジンは、6サンプル中1サンプルしか検

出されなかった。これら以外のアミノ酸（24種類）のうち、バンドウイルカとマウスの

比較において、19種類（約80％）のアミノ酸濃度に有意差（p＜0．05）が認められた。

　バンドウイルカとハナゴンドウの骨格筋中カルノシン濃度は、マウスの骨格筋中カル

ノシン濃度と比較して、どちらも約50倍高値を示し、有意差（p＜0．05）が見られた。

　バンドウイルカの骨格筋中β一アラニンとヒスチジン濃度はマウスの骨格筋中濃度と比

較して、どちらも有意に高値を示した（ρ＜0．05）。ハナゴンドウの骨格筋中β一アラニン

とヒスチジン濃度もマウスより高値を示した。

　骨格筋中3一メチルヒスチジン濃度は、バンドウイルカとハナゴンドウにおいて、マウ

スと比較して高値を示した。また、ハナゴンドウの骨格筋中3一メチルヒスチジンよりも、

バンドウイルカの骨格筋中3一メチルヒスチジンは約3倍高濃度を示した。

　バンドウイルカ（10．37±1．7g　Fmoレg　tissue）の骨格筋中BCAA濃度は、マウス（1．34±0．08

μmoレg　tissue）と比較して、有意に高値を示した（ρ＜0・05）。ハナゴンドウは5・44μmoレ9

tissueでマウスより高濃度を示した。バンドウイルカとハナゴンドウでは、　BCAAを骨格

筋中に豊富に含んでいることが明らかになった。
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勲ble　3－1 バンドウイルカ、ハナゴンドウ、マウスの骨格筋中アミノ酸濃度

バンドウイルカ

　　（n＝8）

ハナゴンドウ

　（n篇1）

マウス

（n＝6）

アラニン

β一アラニン

アルギニン

アスパラギン

アスパラギン酸

シスタチオニン

システイン

グルタミン酸

グルタミン

グリシン

ヒスチジン

イソロイシン

ロイシン

リジン

メチオニン

1一メチルヒスチジン

3一メチルヒスチジン

オルニチン

フェニルアラニン

プロリン

セリン

タウリン

スレオニン

トリプトプアン

チロシン

バリン

カルノシン

　　　　　　寧11．54士L20

　　　　　　事0．49±0。05

　1．44：圭：0．34

　　　　　　ゆ0．99土0．20

　　　　　　寧◎．92ま：◎27

　　　　　　零0．11±0．02

bo．12±0，04

　　　　　　皐2．88±0．61

354士◎．62

　　　　　　申3．86土0．36

　　　　　　■L4◎士◎．19

　　　　　　寧1．98±0．33

　　　　　　ゆ4．89土0．94

2．65士0．54

L2◎士◎．22

do，12土0．02

1．20圭0．07

058土0．37

　　　　　　事2．20±0．40

1．21圭0．4◎

　　　　　　準2．89±0．47

　　　　　　申1L81圭4．90

　　　　　　●2．37±0．37

　　　　　　毒0．61士◎。12

　　　　　　ゆ1．43土0．24

　　　　　　■35◎圭◎59

　　　　　　●66．91±5．02

15

T7

W7

V1

凾
O
7
a
2
2
3
◎
1
0
劔
1
8
4
4
8
4
5
2
n
4
5
3
8
1
6
6
6
0
8
3
5
7
0
8
2
8
8
8
2
5
8

10 3．82±0．10

cO．24±0．01

0。94圭0．11

0．25圭0．02

0。23±◎。◎2

do．07±0．01

　　N．D．

　1．02土003

2．96士◎，21

552±0．35

◎．36士0。◎4

0．28±0．02

0．39±0．03

2．41＝圭0．33

◎．2◎ま＝0．01

　　ND．

ao．09

0。09土0．01

0．26±0．01

0．27圭◎。10

0．93士0．04

64．71±2．38

0．78±0．04

◎．21士◎．◎4

0．25土0．01

0。66圭◎．04

1．35：上0．20

骨格筋中アミノ酸濃度は平均値±S．B．（ドmoyg　tissue）で示した。　N．D．は検出されなかった（not　detected）

ことを示している。濃度左上のアルファベットは検出されたサンプル数（嚢〉が異なることを示している（a

＝！，b＝2，c冨3，d＝4）。＊はマウスとの比較により・各アミノ酸で有意差（ρ〈0・05）が認められたことを示

す。
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3－3－2　皮膚中アミノ酸濃度

　Table　3－2にはバンドウイルカ、ハナゴンドウ、マウスの皮膚中アミノ酸濃度を示した。

ハナゴンドウとマウスにおいて、β一アラニン、カルノシン、システイン、1一メチルヒス

チジンは検出されなかった。加えて、ハナゴンドウにおいてはアスパラギンも検出され

なかった。また、バンドウイルカではアスパラギンが9サンプルのうち、マウスでは3一

メチルヒスチジンが6サンプルのうち、1サンプルからしか検出されなかった。これら以

外のアミノ酸（21種類）のうち、バンドウイルカとマウスの比較において、12種類（約

60％）のアミノ酸濃度に有意差（ρ＜0．05）が認められた。

　バンドウイルカの皮膚中3一メチルヒスチジン濃度は、マウスと比較して約45倍高濃度

の3一メチルヒスチジンが含まれることが示された。
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TabeB－2バンドウイルカ、ハナゴンドウ、マウスの皮膚中アミノ酸濃度

バンドウイルカ

　　（n＝9）

ハナゴンドウ

　（n＝1）

マウス

（n＝6）

アラニン

β一アラニン

アルギニン

アスパラギン

アスパラギン酸

シスタチオニン

システイン

グルタミン酸

グルタミン

グリシン

ヒスチジン

イソロイシン

ロイシン

リジン

メチオニン

1一メチルヒスチジン

3一メチルヒスチジン

オルニチン

フェニルアラニン

プロリン

セリン

タウリン

スレオニン

トリプトプアン

チロシン

バリン

カルノシン
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2．68士0．14

　　N．D．

0．72士0．03

bo．31±0．04

◎．35ま：◎．（）3

0．16±0．02

　　ND．

1．59士0．09

2．2◎ま：◎．2◎

3．74＝圭：0．05

◎．35±◎．◎4

0．42±0．02

0．68士0．03

1．26＝土：0．09

◎．32士0．02

　　ND．

ao．12

0．60土0．04

0．47士0．02

0．45±0．2◎

2．33土0．10

14．69±0。62

0．78±0．03

◎．32士◎．◎6

0．51±0．02

L28±0．◎7

　　N．D．

皮膚中アミノ酸濃度は平均値止S．E（μmoyg　tissue）で示した。　N，D．は検出されなかったことを示している。

濃度左上のアルファベット1ま検出されたサンプル数（熟）が異なることを示している（a＝玉，b＝2，F3，δ＝7，

e＝8）。＊はマウスとの比較により、各アミノ酸で有意差（P＜0．05）が認められたことを示す。
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3－3－3腸管中アミノ酸濃度

　Tab蓋e　3－3にはハナゴンドウとマウスの腸管中アミノ酸濃度を示した。1．メチル鴛スチジ

ンはどちらにおいても検出されなかった。これ以外のアミノ酸（26種類）において、11

種類（約4◎％）のアミノ酸濃度に有意差（ρ＜◎。◎5）が認められた。

　ハナゴンドウの腸管申3一メチルヒスチジン濃度は、マウスと比較して有意に高値を示

した（F［1，4］＝43488，p＜0．05）。

　腸管申BCAA濃度は、ハナゴンドウとマウスで、それぞれ23．36μ搬◎yg重iss雛e、3◎．83重

259｝㎜oレgtlssueであり、有意差は認められなかった（F［1，7］＝434。88）。
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Table　3－3　ハナゴンドウとマウスの腸管申アミノ酸濃度

ハナゴンドウ
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ロイシン

リジン

メチ十四ン

1一メチルヒスチジン

3一メチルヒスチジン

オルニチン

フェニルアラニン

プ難リン

セリン

タウリン

スレオニン
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　　N．D。

bo．07士0．Ol

　l．34±0．31

5．64±1．24

6．18ま：◎．53

11．87土0．95

40．95：と1．61

7．05±：0．54

　L◎9士◎．23

4．98＝圭1．18

8．14圭0．64

ao．29土0．02

腸管中アミノ酸濃度は平均値士S．E。（μmoレg　tissue）で示した。　N．D．は検出されなかったことを示している。

濃度左上のアルファベットは検出された個体数（N＞が異なることを示している（a＝2，b＝3，　c篇4＞。寧は

GLMM郎s◎cla重ed　ANOVAにより、両群の比較に有意差（P＜0．05）が認められたことを示す。
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3－4考察

　バンドウイルカとハナゴンドウの骨格筋において、カルノシンおよびその基質である

β一アラニンとヒスチジンが、マウスと比較して高濃度に含まれていることが明らかにな

った。そのため、バンドウイルカとハナゴンドウの骨格筋ではカルノシンの合成が盛ん

に行われていると考えられる。抗疲労作用を持つカルノシンと、その基質を骨格筋中に

豊富に含んでいることは、鯨類の持久的な運動を可能にしている要因のひとつであると

考えられる。このことは、水中生活を行う鯨類にとって、生命維持や種の繁栄に大きく

寄与していると考えられる。

　鯨類は豊富にヘモグロビンやミオグ捻ビンを持つことにより、体内に多くの酸素を貯

蔵することを可能にし、水中生活に適応してきた。しかし、一方では、酸素を多く貯蔵

することにより、酸化反応およびROSへの曝露による危険性を増大させる結果となった

（Filhoθ’α1．，2002）。　Rosは筋i疲労に関わるだけではなく、細胞障害などの毒性も示す。

また、ヘモグロビンやミオグロビンの酸化は、酸素結合能を減退させるため、生体内で

の酸化反応の充進は致命的である。そのため、これらのアミノ酸による抗酸化機序は、

生体内での酸化反応およびROSへの曝露による危険性を最小限に抑制し、生命維持や種

の保存に貢献していると考えられる。バンドウイルカとハナゴンドウの骨格筋中3一メチ

ルヒスチジン濃度の違いは運動量の違いに起因していると考えられる。一般的にバンド

ウイルカの方が、ハナゴンドウよりも活動量が多く、ROS産生が盛んであり、抗酸化作

用を持つ3．メチルヒスチジンが骨格筋中に豊富に含まれていることが推測される。

　鯨類の体内において、3一メチルヒスチジンは抗酸化作用により重要な役割を果たして
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いることが示唆された。陸棲哺乳類において、血漿3．メチルヒスチジンは皮膚や腸管か

らわずかに由来し、多くは骨格筋に由来している（W註ssner　and　Li，1982；Millward　and　Bates，

1983；Brennerθ∫鳳，1987；Emery　and　Preedメ2003）。バンドウイルカおよびハナゴンドウの

骨格筋と皮膚、ハナゴンドウの腸管中アミノ酸を解析した結果、いずれもマウスより高

濃度の3一メチルヒスチジンを含んでいた。そのため、鯨類においても陸棲哺乳類同様、

血漿3一メチルヒスチジンは主に骨格筋に由来し、皮膚や腸管由来の血漿3一メチルヒスチ

ジンも存在すると推察される。

　骨格筋中BCAA濃度の結果より、鯨類は骨格筋にBCAAを豊富に貯蔵することにより、

筋タンパク質抑制やエネルギー源に利用していると考えられる。このことは、カルノシ

ンの抗疲労作用と同様、鯨類の持久的な筋運動に大きく寄与していると考えられる。ま

た、バンドウイルカの骨格筋中BCAA濃度は、ハナゴンドウの骨格筋中BCAA濃度の約2

倍であった。両者はほぼ同じくらいの体形であるが、活動量はバンドウイルカの方が多

い。そのため、骨格筋中BCAA濃度も高値を示したのかもしれない。一方、ハナゴンド

ウとマウスの腸管中BCAA濃度に大きな差は認められなかったことより、陸棲哺乳類同

様、鯨類の腸管はBCAAの供給源としての役割を持っていると考えられるが、陸棲哺乳

類ほどの寄与はないものと予想される。

　以上の結果から、鯨類における血漿3・メチルヒスチジンの由来も骨格筋、皮膚、腸管

である可能性が示された。骨格筋中に多く含まれていた3一メチルヒスチジンとカルノシ

ンは、抗酸化作用を有している物質として知られており（Kohenθ∫α乙，1988）、カルノシ

ンには抗疲労作用を持つことも確認されている（Begumθ’鳳，2005）。また、骨格筋中に
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はBCAAも豊富に含まれており、筋タンパク質分解抑制やエネルギー源としての役割を

果たしていると考えられる。以上のことは、鯨類の骨格筋における抗酸化能力や運動能

力には、3一メチルヒスチジンやヒスチジン、β一アラニン、BCAA、カルノシンといったア

ミノ酸の寄与が大きいことを強く示唆するものである。
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第4章　総合考察

　鯨類の血漿、尿、骨格筋中アミノ酸濃度において、マウスと比較したところ、特に興

味深い分布を示したカルノシン、β一アラニン、ヒスチジン、3一メチルヒスチジン、およ

びBCAAの濃度をTable　4－1に示した。

Table　4－1マウスとの比較による鯨類のアミノ酸分布の特徴

血漿 尿 骨格筋

3一メチルヒスチジン

BCAA
カルノシン

　　　β・アラニン

　　　ヒスチジン

帥
S
帥
S
S

日
N
H
N
N

LOW

Low
High

Low

LOW

帥
頭
帥
凶
凶

ロ
　
　

コ
　
　

　
た
　

　
　
　

ロ
ユ

Highはバンドウイルカが高濃度を示したことを表している。NSは濃度に有意差が認められなかったことを表

している。Lowはバンドウイルカが低濃度を示したことを表している。

4－13一メチルヒスチジン

　陸棲哺乳類において、3一メチルヒスチジンは筋タンパク質分解の指標として、広く利

用されている。筋タンパク質分解により血中に漏出したこのアミノ酸のほとんどは・尿

中に排泄され、再利用されることはない。しかし、鯨類では・尿中への排泄はわずかで・

その大半が再吸収され、結果的に陸棲哺乳類の50倍以上の濃度で血中に維持されている。

3一メチルヒスチジンは、抗酸化作用を有することが知られていることから・次のような
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進化が考えられる。同棲哺乳類は酸素を効率よく取り込み、かつ保持しなくてはならな

い。鯨類も同様であり、多量のミオグロビンなどによって代謝に必要なときまで酸素分

子を貯蔵しなければならない。しかし同時に、酸素の持つ酸化作用や、代謝過程で発生

するROSを極力抑える必要がある。3一メチルヒスチジンの動態は、まさにその抗酸化作

用に関わるものである。鯨類の持続的な運動によって、血中に分解された3一メチルヒス

チジンは、わずかに排泄されるのみで、再吸収により血中に高濃度で維持され、酸化反

応やROSを抑制しているのである。この巧みな生理機構を持って、鯨類は海に適応した

のであろう。

4－2　BCAA

　鯨類はBCAAの尿中への排泄を抑制し、骨格筋中に積極的に取り込んでいる可能性が

高いことが示唆された。鯨類は、生命維持や種の繁栄などのために持久的な運動が要求

される。骨格筋中BCAAは筋タンパク質分解の抑制およびエネルギー源としての作用を

持っており、鯨類における持久的な運動を可能にする要因のひとつとして寄与している

と考えられる。

4－3　カルノシン

　カルノシンは、腸管から吸収されるか骨格筋から放出され、一度血中に入るが、血中

に存在している時間は短く、血中のカルノシンは速やかに、1）血中の分解酵素に分解さ

れる、2）尿中に排泄される、3）骨格筋などに取り込まれる、と考えられている（Begum
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θ∫鳳，2005）。また、カルノシンの経口投与により、一時的な知覚障害を数人が訴えた

（Gardnerε’鳳，1991）こと、ヒヨコへの過剰投与により、異常興奮行動を示した

（Tomonagaθ’鳳，2004）ことを考えると、過剰なカルノシンは生体にとって有害である

と考えられている（Begumθ’鳳，2005）。以上のことより、鯨類の体内ではカルノシン合

成が盛んに行われ、生体内での生理作用の後、速やかに尿中に排泄される必要があった

ため、尿中にカルノシンが高濃度で検出されたのだろう。また、陸棲哺乳類では血中や

腎臓にカルノシン分解酵素が存在することが知られており（Margolisθ’鳳，1979；Begum

θ∫α1．，2005）、バンドウイルカではこの酵素の活1生が低いか、もしくは全くないという可

能性も考えられる。

　カルノシンは抗疲労作用を有しており、BCAAとともに、鯨類における持久的な筋運

動を可能にする要因のひとつとして、寄与していると考えられる。また、3一メチルヒス

チジン同様、抗酸化作用も有している。しかし、カルノシンの生理作用は多彩であり、

過剰なカルノシンは生体にとって有害であることから、その速やかな代謝が必要であり、

このことが3一メチルヒスチジンの動態と異なる一因であると考えられる。

4－3その他のアミノ酸

　その他のアミノ酸についても、鯨類における血漿、尿、組織中遊離アミノ酸の参照値

を明らかにした。そのなかでも、血漿アミノ酸は、鯨類においても、生理・栄養状態を

よく反映しており、飼育管理への応用の可能性を示唆することができた。また、Noguchi

ら（2006）は、血漿アミノ酸濃度を多彩なアルゴリズムに適応することによる生理的・
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病的状態の診断への応用を提案しており、鯨類の健康管理において、有用な検査法とな

り得る可能性は非常に高いと考えられる。また、アミノ酸バランスに変化が生じた場合、

アミノ酸投与によりアンバランスを是正することにより、病的状態の改善を試みること

も可能であり、鯨類の新たな飼育管理法のひとつとして、アミノ酸の有用性が示唆され

た。

　鯨類では、3一メチルヒスチジンやカルノシンを積極的に体内で保持もしくは合成する

ことにより、優れた抗酸化および抗i疲労機序を持ち、骨格筋中にBCAAを高濃度に保つ

ことにより筋タンパク質分解の抑制およびエネルギー源の確保を行っていることが示唆

された。これは水中生活を行う上で、長時間の「休息」が死を招く鯨類において、非常

に理にかなったメカニズムである。そのため、この抗酸化システムが破綻したとき、生

体内では酸化反応が充進し、ヘモグロビンおよびミオグロビンの酸化も充進ずると考え

られる。このことは、酸素結合能を持たないメトヘモグロビンおよびメトミオグロビン

の増加と、それにともなう酸素欠乏状態に陥ることを意味する。また、易疲労や筋タン

パク質分解の充進、エネルギー源の枯渇は、呼吸のための浮上を制限し、鯨類における、

正常な水中生活を困難にするであろう。水中での生活に異常を来たした鯨類は、より酸

素制限の少ない陸上への回避を求め、水中生活を破棄してしまう現象、いわゆるストラ

ンディングを起こす可能性が考えられる。また、鯨類飼育管理において、既存の健康評

価法に加え、血漿アミノ酸濃度を解析することの有用性を示唆することもできた。今後、

本研究で明らかになったことを、これまで明らかにされてこなかったストランディング
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など、鯨類に関する未解決な事柄の解明に応用することで、新たな知見の獲得が期待で

き、鯨類の飼育管理に応用することで、飼育個体の健康維持・増進、疾病予防、さらに

は長寿化などに役立つことも期待される。
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要約

　鯨類は極めて特殊な進化を遂げた哺乳類の一種であり、一般のヒトからの人気も高い。

このため、水族館などの施設において多くが飼育されている。本来、動物を人工的な環

境下で適切に飼育管理するには、生理学的・栄養学的知見は必要不可欠であるが、鯨類

におけるこれらの知見は少ない。また、血液検査と行動観察では、特に異常の見られな

かった個体の死亡が頻繁に報告されており、既存の方法による健康評価だけでは限界が

あり、さらなる検査方法の導入が必要である。

　遊離アミノ酸は血漿と組織中に存在し、腎臓において再吸収もしくは排泄されること

により、生体内で動的平衡を保っているが、生理的状態や病的状態により、そのバラン

スに変化が生じることが知られている。また、この動的平衡状態には種差があり、代謝

の違いによりもたらされると考えられている。血漿、尿中、組織中の遊離アミノ酸の解

析は、生理学的特徴を明らかにする大きな手がかりとなると考えられる。さらに、生体

内遊離アミノ酸のモニタリングおよびコントロールはヒト・動物を問わず、健康管理に極

めて重要であり、鯨類の飼育管理への応用も可能であると考えられる。本研究の目的は、

鯨類の中でも一般的に飼育されているバクジラ亜目マイルカ科の生体内アミノ酸（カル

ノシン含む）を解析することにより、鯨類の生理学的・栄養学的知見を得ること、およ

び飼育管理等への応用の可能性を検討することである。第1章では、バンドウイルカ

（伽5’（～ρ5か㎜o伽∫）、カマイルカ（加gθηoγ砂ηc乃粥。ゐ1’g〃’dθη5）、ハナゴンドウ（Gro〃｛ρ鋸

r漉π5）、オキゴンドウ（P5例40κα07α∬肋η5）の血漿アミノ酸の解析を行った。第2章で
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は、バンドウイルカの尿を用いて尿中アミノ酸の解析を行った。第3章ではバンドウイル

カとハナゴンドウの骨格筋、皮膚、およびハナゴンドウの腸管中遊離アミノ酸の解析を

行った。各章では、比較対照として陸棲哺乳類であるマウスのアミノ酸解析も同時に行

うことにより、鯨類でのアミノ酸に係る生理学的特徴を考察した。

第1章　鯨類の血漿遊離アミノ酸濃度の解析

1）血漿アミノ酸解析の結果、それぞれの鯨類間比較において25アミノ酸中4－8アミノ酸

　に有意差が見られ、種差があることが明らかになった。マウスと鯨類との比較におい

　ては、25アミノ酸中11－12アミノ酸に有意差が認められた。種間における血漿アミノ

　酸組成の違いは、代謝の違いによりもたらされることが知られており、本研究でもそ

　れが確認された。そのため、鯨類においても血漿アミノ酸は生理状態をよく反映して

　おり、飼育管理を行う上で、有用な指標となり得ると考えられる。

2）バンドウイルカの血漿アミノ酸濃度において、メスよりもオス、生賓よりもプール飼

　育の方が高値を示した。性別や飼育環境が異なれば、ホメオスタシスも一様ではなく、

　アミノ酸必要量に違いが生じ、血漿アミノ酸組成に反映したと考えられる。そのため、

　血漿アミノ酸を指標とした栄養評価・管理を行うことは、飼育下の鯨類の健康維持・

　増進にとって重要であると考えられる。

3）鯨類では血漿3一メチルヒスチジンが、マウスの約50倍以上の高値を示した。また、マ

　ウス血漿では検出されなかったカルノシンが、鯨類の血漿中には含まれていた。これ

　らが高値を示す要因として餌の影響の可能性が考えられた。そのため、給餌後の血漿
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　3一メチルヒスチジン、カルノシン濃度を測定したが、どちらも有意な上昇は見られず、

　餌由来でないことが示された。

4）血液検査と行動評価により、健康であると見なされた個体のフィッシャー比を測定し

　た結果、100サンプル中12サンプルが2．4以下を示した。これは、ヒトにおいて肝機能

　低下が疑われる値であった。このことは、フィッシャー比を用いることにより、血液

　検査や行動評価では検出されなかった肝機能の低下を検知したことを示唆する。その

　ような個体は、フィッシャー比の是正により、より適切な飼育管理が可能になると考

　えられる。

第2章　バンドウイルカの尿中遊離アミノ酸濃度の解析

1）比較を行った25アミノ酸全てにおいて、バンドウイルカとマウスの尿中アミノ酸濃度

　に有意差が見られた。従来、鯨類と陸棲哺乳類の排泄能に大きな違いはないとされて

　きたが、アミノ酸の再吸収・排泄に関しては大きな違いがあることが明らかとなった。

2）バンドウイルカの尿中3一メチルヒスチジン濃度（3．51×10’2Fmoymg　creatinine）はマ

　ウス尿中（16．69×10’2Fmoレmg　creatinine）と比較して低値を示し、その再吸収が示唆

　される。

3）マウス尿中と比較して、バンドウイルカ尿中にはカルノシンが約30倍高濃度で検出さ

　れた。バンドウイルカにおいて、尿中にもカルノシンが高濃度で検出されたことは、

　3．メチルヒスチジンとは異なるカルノシンの多彩な生理作用に起因すると考えられる。

4）バンドウイルカとマウスにおいて、尿中分岐鎖アミノ酸（BCAA）濃度はそれぞれ
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5・68、48・86×1α2Fmoレmg　creatinineであり、マウスが10倍近い高値を示した。このこ

とは、バンドウイルカはBCAAの再吸収を積極的に行っていることを示唆する。

第3章　鯨類の骨格筋、皮膚、および腸管中遊離アミノ酸濃度の解析

1）バンドウイルカとハナゴンドウの骨格筋中カルノシン濃度（それぞれ66．91，69．58

　Fmol／g　tissue）は、マウス（1．35　Fmoyg　tissue）と比較して高値を示した。基質であるβ一

　アラニンとヒスチジンも高濃度で含まれており、カルノシンは骨格筋で盛んに合成さ

　れ、抗疲労作用や抗酸化作用によって、鯨類の高い運動能力に寄与していると考えら

　れた。

2）バンドウイルカとハナゴンドウの骨格筋、皮膚、腸管には、3一メチルヒスチジンが豊

　富に含まれていることが示された。そのため、鯨類における血漿3一メチルヒスチジン

　は骨格筋、皮膚、腸管の由来であることが示唆された。

3）マウスの骨格筋中BCAA（1．34μmoレg　tissue）と比較して、バンドウイルカとハナゴ

　ンドウの骨格筋中BCAA（それぞれ10．37，5．44μmoVg　tissue）は、約10倍高濃度に含ま

　れていた。本結果と尿中BCAA濃度の結果から、鯨類は骨格筋中にBCAAを積極的に取

　り込んでいると考えられた。骨格筋中BCAAは筋タンパク質分解の抑制およびエネル

　ギー源として、鯨類における持久的な筋運動を可能にする要因のひとつとして、寄与

　していると考えられる。
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第4章　総合考察

　本研究では、鯨類における血漿、尿、骨格筋、皮膚、腸管中遊離アミノ酸濃度を明ら

かにした。その中でも、血漿アミノ酸は、生体の生理的状態の変化をよく反映しており、

鯨類の飼育管理にも応用できる可能性は高いと考えられる。例えば、各施設で定期的に

行っている血液検査に加え、血漿アミノ酸濃度の測定はさらなる健康状態評価法として

有用であると考えられる。また、そのバランスに変化が生じた場合、アミノ酸投与によ

り、アンバランスを是正することで、病的状態の改善を試みることも可能である。

　陸棲哺乳類において、3一メチルヒスチジンは筋タンパク質分解の指標として、広く利

用されている。筋タンパク質分解により血中に漏出したこのアミノ酸のほとんどは、尿

中に排泄され、再利用されることはない。しかし、鯨類では、尿中への排泄はわずかで、

その大半が再吸収され、結果的に陸棲哺乳類の50倍以上の濃度で血中に維持されている。

3一メチルヒスチジンは、抗酸化作用を有することが知られていることから、次のような

進化が考えられる。海棲哺乳類は酸素を効率よく取り込み、かつ保持しなくてはならな

い。鯨類も同様であり、多量のミオグロビンなどによって代謝に必要なときまで酸素分

子を貯蔵しなければならない。しかし同時に、酸素の持つ酸化作用や、代謝過程で発生

するROSを極力抑える必要がある。3一メチルヒスチジンの動態は、まさにその抗酸化作

用に関わものである。鯨類の持続的な運動によって、血中に分解された3一メチルヒスチ

ジンは、わずかに排泄されるのみで、再吸収により血中に高濃度で維持され、酸化反応

やROSを抑制しているのである。この巧みな生理機構を持って、鯨類は海に適応したの

であろう。カルノシンも3一メチルヒスチジン同様、抗酸化作用を持つが、カルノシンは
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多彩な生理作用を持つこと、過剰なカルノシンは生体にとって有害であることから、そ

の速やかな代謝が必要となる。このことが3一メチルヒスチジンの動態と異なる一因であ

ろう。さらに、カルノシンによる抗疲労作用、BCAAによる筋タンパク質分解抑制作用

やエネルギー源としての役割は、鯨類の運動能力を説明する有力な証拠となる。

　これらのことは、鯨類の水中適応を説明する上で、合理的なメカニズムである。すな

わち、持久的な運動を必要とする鯨類では、筋肉（骨格筋）運動の結果放出された3・メ

チルヒスチジンを再吸収することにより、ROSを抑え、またカルノシンやBCAAの生理

作用によって、水中適応を可能にしたものと思われる。一方、これらのシステムが破綻

した場合、生体内では酸化反応の充進、易疲労や筋タンパク質分解の元進、さらにエネ

ルギー源の枯渇によって、鯨類の正常な水中生活を困難にするであろう。これら血漿ア

ミノ酸濃度を解析することは、鯨類の飼育管理への有用性も高く、またストランディン

グなどの原因を考える上でも有益である。
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