


























































【別紙様式 7】  

注：課題番号を記入してくださしヽ。  

平成21年度 学術研究助成金実績報告書  

平成 22 年 3月 31日  

日 本 大 学 総 長  殿  

大業－‥。  氏  名  

所属・資格  生物皆瀬科学部・専任講師  

下記のとおり報告いたします。  

注：該当する種目を○で囲んでくだ  

さい。  
般研究（個人研究）  ／一般研究（共同研究）／総合研究  1 種 目  

2 研究課題  

鯨類の抗利尿ホルモンに関する研究  

－アルギニンバソプレッシンの分泌と作用の解明－  

3 研究目的  

陸上ほ乳類において，体内の水分が不足した場合に尿から水を再吸収させ尿濃縮をおこす「抗利尿  

作用」を担う物質は，一般的にアルギニンバソプレッシン（AVp）である．しかし鯨類におい ては，  

AVPが抗利尿ホルモンとして機能するのか否かについて見解の一致が待られておらず，詳細な研究  

もなされていない．本研究では，鯨類においてAVPが産生分泌されること，ならびにAVpが抗利  

尿作用を有することを明らかにすることを目指した．  

4 研究概要  

1）in vivoでの渇水時の血中濃度の上昇の確認：飼育下のバンドウイルカを対象として，個体を   

絶食させ採血・採尿を行う．この試料を用いて血中AVp濃度の測定，尿・血液の浸透圧測定を行   

い，血紫浸透圧の上昇とそれに伴うAVp濃度の上昇および尿濃縮の有無を確認する．  

2）脳下垂体からのAVPの検出：AVPは前視床下部で作られた後に下垂体に運ばれ蓄積・分泌され   
るため，AVp を産生分泌していれば下垂体から検出される．そこで，和歌山の追込漁で捕獲され   

るバンドウイルカから下垂体を採取し，タンパク質を抽出してAVPを検出する．   

3）腎臓でのAVP受容体の発現分布の確認：バンドウイルカの腎臓を用いて，常法に従いAVp受容   

体の発現を確認すると同時に全長配列を決定する．また，タンパク質を抽出して免疫染色に付し，   

AVp受容体およびその作用を受ける水チャネルの有無を確認する．   

4）in vitroでのAVPの腎臓への作用の証明：イルカ腎臓の細胞を培養し，培地AVpを付加して   

水吸収関連因子の発現量と分布の変化を調べ，AVpの腎臓に対する作用を確かめる．  

5 研究組織（共同研究・総合研究のみ該当します）  

・研究代表者  

・研究分担者（役割分担）  

※ホームページ等での公開の㊥・否）いずれかを○で囲んでください。否の場合は，理由書を添付して下さい。   



［実績報告書7－2］  

部科校名：生物資源科学部  氏名：鈴木 美和  

6 研究結果（総合研究の研究代表者は，4，000字以上記入してください。）  

鯨類がAVPを産生・分泌し，その標的器官である腎臓に作用することを確かめるため，バンドウイ  

ルカを対象として，1）渇水時の血中AVP濃度上昇の確認，2）脳下垂体からのAVPの検出，3）  

腎臓でのAVP受容体の発現分布の確認，4）AVPの腎臓への作用の証明を行うことを目指して実験  

を行ない，以下の成果を得た．  

1）／〃再yoでの渇水時の血中濃度の上昇の確認  

【目的】イルカの水分補給を断つ（渇水状態にする）ために，対象個体を絶食させ，絶食に伴う血   

祭浸透圧の上昇とそれに伴う AVP濃度の上昇および尿濃縮の有無を確認し，AVpの抗利尿作用   

を証明することを目指した．  

【声験内容】新潟市水族館マリンピア日本海で飼育下のバンドウイルカ（4頭）を実験対象として，   

個体を18～42時間絶食させた後，採血および採尿を行った．同時に∴通常のスケジュール通り   

に給餌を行なった後（給餌後）にも同様の作業を行なった．得られた試料を用いて，ELISAによ   

る血祭中AVP濃度の測定，尿および血梁の浸透圧測定を各々行い，絶食とそれに伴う AVP濃度   

および尿／血紫浸透圧の変化を調べた．  

【結果と考察】絶食後にAVP濃度および尿濃縮が起こると予想して実験を行なったが，予想に反し，   

給餌後に比べて絶食後にAVP濃度，尿浸透圧，血張浸透圧が全て低下した．ただし，AVp濃度   

と尿浸透圧との間には正の相関が認められたことから，AVPが尿濃縮すなわち抗利尿作用を持つ   

ことが示唆された．  

絶食後にAVp濃度および浸透圧の低下が起こったことは，陸上晴乳類で通常起こる現象と正   

反対のものであり，非常に興味深い．この現象が起きた理由として，（1）絶食後よりも摂餌後の方   

が尿濃縮をする必要があった，（2）絶食により，体内に蓄積されている脂肪が分解され，代謝水が   

生じたため尿濃縮が起こらなかった，等が考えられ，解明すべき新たな課題が提示された．  

2）脳下垂体からのÅVPの検出  

【目的】AVpは前視床下部で作られた後に脳下垂体に運ばれ蓄積・分泌されるため，イルカがAVP   

を産生分泌していれば脳下垂体から検出されるはずである．そこで，漁で捕獲されるバンドウイ   

ルカから下垂体を採取し，タンパク質を抽出してAVPを検出する．  

【実験内容】2010年1月に和歌山県太地町で追込み漁により捕獲されたバンドウイルカより脳下垂   

体を採取し，4％PFA固定および凍結保存処理を施した．まず，固定試料をパラフィン包埋，薄   

切し，HEおよびPAS染色を施して組織構造を観察した．続いて凍結試料からAVPを分泌する後   

菓（神経菓）部分を切り出し，液体クロマトグラフィーにより AVPを検出するため，AVPを含   

むタンパク質を抽出した．  

【結果と考察】組織観察の結果，イルカの下垂体が前葉と復業（神経菓）からなること，ならびに   

AVpを分泌する復業が膜で隔てられ，前葉と連続していないことが判明した．また，酸によるタ   

ンパク抽出は行なったが，液体クロマトグラフィーによる同定については最終的な結果が得られ   

ておらず，現在も引き続き実験を行なっている最中である．   



［実績報告書7－3］  

部科校名：生物資源科学部  氏名：鈴木 美和  

研究結果（つづき）  

3）腎臓でのAVP受容体の発現分布の確認  

【目的】イルカ 

て，その受容体が標的細胞である腎臓集合管に発現分布していることを明らかにする方法があ   

る．そこで，イルカ腎臓を用いてAVp受容体（AVPR2）の発現分布を確認するとともに，AVP   

の作用を受けて活性化され，管腔膜に移動して原尿からの水の再吸収に重要な役割を果たす水チ   

ャネル（アクアポリン2：AqP2）の発現分布も併せて明らかにすることを目指した．  

【実験概要】2）と同様に捕獲されたバンドウイルカから腎臓を採取し，常法に従いAVPR2：串よ 

びAqP2のmRNAの発現確認を行なった．また，同試料を固定し，免疫組織化学染色に付して   

AVpR2とAqP2の分布を確かめた．  

【結果と考察】腎臓での‘AVPR2mRNAの発現を調づた結果，729bpの部分配列を決定することが 

出来キ・ただし，全長決定には至っておらず，現在も引き続き実験を行なっている・また，免疫   

染色を施した結果，腎臓集合管においてAVPR2が分布していることが確認された．AqP2につ   
いては，腎臓においてmRNA全長（1，469bp）を決定し，また．AVpR2と同じく腎臓集合管（管   

腔膜）に分布していることが確認できた ．以上の結果から，／1ンドゥイルカ腎臓集合管において   

AVPR2により活性化されたAqP2が管腔膜に分布し，原尿からわ水の再吸収が起こる機構串ミ存   
在することが強く示唆された．  

4）in vitroでのAVPの腎臓への作用の証明   

【目的】イルカ腎臓におけるAV？の機能を確かめる別の手段と．して，培養した腎臓の細胞にAVP   

を添加し，受容体め活性化やその作用を受けて働く因子の動態を追跡する方法がある．そこで，   

バンドウイルカ宙臓の細胞を培養し，培地にAVPを付加して各因子の動態を調べることにより，   

AVpの腎臓に対する作用を探ることを目指した，  

【実験概要】3）と同様仁採取した腎臓試料の一部を氷冷して大学に持ち帰り，細胞の継代療養を 
行なった．培養した細胞に腎集合管の上皮細胞が含まれることを卿PR2およびAqP2のmRNA   
発現により確かあた後に，L培養細胞にAVPもしくは培地のみ（コントロ⊥ル）を添加し，AQP2   

の発現量の増加の有無ならびにAVPR2とAqP2のリン酸化の有無を調べることを試みた．   

【結果】まず，イルカ腎臓細胞の継代培養を試みた結果，P4まで順調に継代できた．続いて；P4   

の細胞を用いて瓜平野・とAqP2のm肌A発現を確認した結果，発現を確認やきたことから，集   

合管上皮細胞も順調に培養できていることが分かった（ただしAVpR2は部分配列の増幅の確認   

に留まった）．次に，AqP2について半定量的PCRを行ない，AVP添加群とコントロール群を比   

較することを試みたが，RNAの収量が極度に少ない群があり，比較することが困難だったため   

実験を完遂するには至ぢなかった・また，タンパク質の収量も少なく，リン酸化の有卑について   

の比較も遂行するに至らなかった．現在，培養容器を大型にし，RNAやタンパク質の抽出法を   
工夫することにより収量を増やすよう努力しながら引き続き実験を行なっている．  

こl  

ヽ：  

1．  

注：必要に応じて，このページをご使用ください。、  1l   











































































【別紙様式 7】
課題番号 個 o 9 - 1 3 1 

注:課題番号を記入してください。

平成 21 年度 学術研究助成金実績報告書

平成 2 2 年 4 月

日本大学総長殿

氏 名 真野一雄

所属・資格 通信教育部・教授

下記のとおり報告いたします。

2 2 日

グ -
〈諭?

1 種目 10 一般研究(個人研究) / 一般研究(共同研究) / 総合研究 |注:該当する種目をOで囲んでください。

2 研究課題

英国 15 世紀書簡集 Paston Letters における言語の統語的研究

3 研究目的

中期英語から現代英語初期への過渡的状況を英国 15 世紀の歴史・言語資料であるノーフォーク州の豪

族であるパストン家書簡集によって考察する。この時代は中期英語末の時代であり、英語は大きな変化

を受けようとしていた。パストン家の人たち、特に第 3 世代の兄弟たちはロンドンともつながりがあり

ロンドンの新しい言葉を取り入れている。手紙という性質上、記述年代も特定できて言語の移り変わり

の時期も明確にすることができる。そういう資料によって古い語法・新しい語法がどの程度見られるの

か明らかにしたい。

4 研究概要

これまでに非人称動調・再帰動詞・動名詞・動詞語尾・ Do ・関係代名詞・不定詞付き対格構文等につい

て中期英語から現代英語初期への過渡的状況をパストン家書簡集(実質 3 世代にわたる書簡集)によっ

て考察した。今回は今までと同様に現在分詞を対象に、世代ごとの使用頻度・用法・特徴等を比較検討

する。

5 研究組織(共同研究・総合研究のみ該当します)

-研究代表者

-研究分担者(役割分担)

※ホームページ等での公開の (0可・否) いずれかをOで囲んでください。否の場合は，理白書を添付して下さい。



S 研究結果〈誌合研究の研究代表者は， 4，000 字以上記入してください。)

ち現代英語初期への過渡的状況を英関 15 世紀の歴史・言語資料であるノ…フォーク州

るパストン家書簡集によって考察している。この時代は中英語末期の時代であり、

北を受けようとしていた。バストン家の人たち、手紙という性質上、記述年代

りの時期も明確にすることができる。そういう資料によって古い語法・新しし

れるのか考察中である。

過去に非人称動詞・再帰動詞・動名詞・動制語尾・ Do' 関係代名詞・不定詞村

ら現代英語初期への過渡的状況そバストン家書簡集(実質 3 世代にわたる

した。今回は今までと同様に現夜分間を対象に、世代ごとの費用頻度・用法・

いる。

現在、序で 15 世紀の一般的状況

各個人・核世代ごとに収集、考察を加えてい

行予定の告本大学通信教育部研究紀要第 24

の部分となる Paston Letters における

る。今後さもに考察を深ゐ、平成 23

る予定である。
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