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研究成果の概要（和文）：魚類におけるストレス系と摂食・生殖系との関連を調べた．ニホンウナギ，マダイ，トラフ
グ，チョウザメ，メダカなどの多くの魚類の脳内にはストレス関連ホルモンである副腎皮質刺激ホルモン放出ホルモン
(CRH)が存在すること，および，ニホンウナギではCRHが生殖を制御する生殖腺刺激ホルモン放出ホルモン(GnRH)とネッ
トワークを形成することを組織学的に明らかにした．ニホンウナギの飼育実験により，飼育背景色が体色，摂餌量，成
長血中コルチゾル濃度および視床下部CRH mRNA量に影響することが示唆された．

研究成果の概要（英文）：Relationship between stress and feeding-reproductive system in teleost fish was ex
amined as a basis for aquaculture. The stress-related corticotropin-releasing hormone (CRH) was detected i
n many teleost fishes such as Japanese eel, red seabream, tiger puffer, sturgeon and medaka by immunohisto
chemistry. Furthermore, it is indicated that reciprocal connections exist between the CRH neurons and gona
dotropin-releasing hormone (GnRH) neurons in the Japanese eel. It is also indicated that background color 
affects body color, feeding, somatic growth, plasma cortisol levels and hypothalamic CRH mRNA levels in th
e Japanese eel.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 長期的ストレスが魚類の摂食系と生殖系
に負の影響を及ぼすことが水産増養殖にお
いて大きな問題となっている．これはおそら
く，長期的ストレスが視床下部―下垂体―標
的器官系に作用するためであると考えられ
るが詳細は不明である． 
 カレイ目マツカワを黒背景色で飼育する
と白背景色で飼育する場合よりも成長が遅
く，短期的ストレスの指標であるコルチゾル
の血中濃度が高いため，黒背景色飼育は長期
的ストレスの実験モデルとなりうる．さらに
注目すべきは，黒背景色では視床下部のメラ
ニン凝集ホルモン（MCH）の遺伝子発現量が
低い点である．MCH はメラニンを凝集して体
色を明化させるホルモンとして発見された
が，最近では中枢で食欲を促進する作用が注
目されている．魚類のコルチゾル分泌は，視
床下部―下垂体―間腎腺系によって制御さ
れる．すなわち，視床下部で産生される副腎
皮質刺激ホルモン放出ホルモン（CRH）が下
垂体前葉からの副腎皮質刺激ホルモン
（ACTH）の分泌を促進し，ACTH が間腎腺に作
用してコルチゾルが血中に分泌される．この
ようにCRHはストレス応答の中核をなす神経
ペプチドホルモンであるが，CRH―ACTH―コ
ルチゾル系について詳細に調べた研究は魚
類においては少ない．MCH も視床下部で産生
される神経ペプチドホルモンであるので，視
床下部における CRHと MCH の関係について多
角的に調べることで，長期的ストレスと摂食
系との関連を解明できると考えられる． 
長期的ストレスは魚類の生殖系にも負の

影響を及ぼす．魚類の生殖は，視床下部―下
垂体―生殖腺系によって制御される．すなわ
ち，日長・水温などの環境刺激に応じて視床
下部で生殖腺刺激ホルモン放出ホルモン
（GnRH）が産生され，下垂体からの生殖腺刺
激ホルモン（GTH）の分泌を促進し，GTH が生
殖腺に作用して性ステロイドホルモンの分
泌を促進する．さらに性ステロイドホルモン
が視床下部と下垂体にフィードバックして
GnRHとGTH分泌を制御することで性成熟が進
行する．したがって，長期的ストレス条件下
にあると考えられる黒背景色飼育魚をモデ
ルとして生殖関連ホルモンの変動を調べる
ことで，長期的ストレスと生殖との関連を明
らかにできると考えられる． 
長期的ストレスの影響は，摂食量，摂食リ

ズムや遊泳活動リズムにも現われるであろ
う．たとえばニホンウナギは，低密度飼育環
境下では夜間活動型であるが，養殖環境と同
様の高密度飼育環境下では活動の日周リズ
ムが消失し，結果的に摂餌量が増加して成長
が良好となる．このように，魚類における長
期的ストレスと摂食・成長との連関は複雑で
あることが想定されるが，その徹底的な理解
は水産増養殖においても重要である． 
 

２．研究の目的 
 
 以上の学術的背景の下で本研究は「魚類に
おけるストレス系と摂食・生殖系との関連」
と題し，ストレス系を制御する CRH―ACTH―
コルチゾル系と摂食と生殖を制御する神経
ペプチドホルモン（MCH と GnRH）との関連を
解明し，さらに環境制御によるストレス制御
の基礎的知見を得ることを目的とする． 
 
３．研究の方法 
 
（１）水産重要魚種における CRH ニューロン
の脳内分布 
神経ペプチドの脳内分布はその機能を探

る重要な情報となるが，CRH の脳内分布はテ
ィラピアなど限られた魚種で報告されてい
るにすぎない．魚類全般における CRH ニュー
ロンの分布の普遍性あるいは種特異性を解
明することを目的として，免疫組織化学染色
で水産重要魚種のCRHニューロンの脳内分布
を調べた．実験魚として，ニホンウナギ，マ
ダイ，トラフグ，チョウザメ，メダカ，グッ
ピー，ヒラメ，マツカワ，サクラマス，コイ
を用いた．脳をブアン液で固定後，パラプラ
ストに包埋し，８μm の切片を作製し，市販
の抗CRH抗体を用いて免疫組織化学染色を施
した．吸収試験に用いる CRH ペプチド類は，
市販の哺乳類型CRHおよび本研究で解明した
ニホンウナギ型 CRH を併用した．必要に応じ
て，抗 ACTH 抗体および抗黒色素胞刺激ホル
モン(α－MSH)抗体も併用し，CRH 免疫陽性繊
維の下垂体への投射についても調べた． 
 
（２）ニホンウナギにおける CRH と GnRH お
よび CRH と MCH の脳内ネットワーク 
CRHと GnRHおよびCRHと MCHとの脳内ネッ

トワークの有無を組織学的に明らかにする
ことを目的とした．実験１で CRH 免疫染色性
が確認されたニホンウナギを用いた．抗 CRH
抗体と抗 GnRH 抗体（GnRH の共通アミノ酸配
列を認識するモノクローナル抗体），および
抗 CRH抗体と抗 MCH抗体を用いて二重免疫組
織化学染色を施し，CRH 神経線維が GnRH 細胞
体とMCH細胞体にコンタクトしているか否か
を調べた． 
 
（３）ニホンウナギ CRH の cDNA クローニン
グとリアルタイム定量 PCR 法の確立 
他魚種（コイ，ニジマスなど）の既知の CRH 

cDNA の塩基配列を基にして縮重プライマー
をデザインし，PCR 法でニホンウナギ CRH 
cDNA をクローニングした．得られた塩基配
列を元にプライマーを作製し，ウナギ視床下
部 cDNA を鋳型として CRHとβ-Actin の cDNA
部分断片をクローニングし，塩基配列を確認
した．リアルタイム定量 PCR 法におけるスタ
ンダード RNA として，得られたクローンから
cRNA を合成した．遺伝子のイントロン挿入部
位を予測し，ゲノム DNA の PCR によって確認



した．リアルタイム PCR 用の TaqMan プロー
ブとプライマーを作製した．TaqMan プローブ
は十分長いイントロン挿入部位を含むよう
設計した．cDNA を鋳型とした PCR によって単
一の増幅産物が得られることを確認した．そ
の後，ニホンウナギの視床下部サンプルから
total RNA を抽出し，濃度を 10 ng/microL に
調製した．上記の RNA サンプルを 1 microL
ずつ用いてCRHとβ-Actinのリアルタイム定
量 PCR を行った． 
 
（４）飼育背景色がニホンウナギの摂食およ
び生殖に及ぼす効果 
飼育背景色がニホンウナギのストレス系

に及ぼす影響について検討した．ニホンウ
ナギ幼魚を白水槽または黒水槽に収容し，水
温 25℃，明暗条件下（明期 12 時間暗期 12 時
間）で一定時刻に給餌して飼育した．摂食量
を毎日計測し，実験開始 20 日後と 34日後に
体色，体長および体重を比較した．さらに，
血中コルチゾル濃度を時間分解蛍光免疫測
定法で，視床下部 CRH mRNA 量をリアルタイ
ム定量 PCR 法で測定した． 
 
（５）ニホンウナギにおける血中コルチゾル
濃度のコントロール法 
CRH－副腎皮質刺激ホルモン（ACTH）系へ

のコルチゾルのフィードバック機構を解明
するための基礎として，人為的な血中コル
チゾル濃度のコントロール法を検討した．
ニホンウナギを個別飼育し，コルチゾル含
有餌を与えて正確な摂餌量を算出した．給
餌 3時間後に採血して血中コルチゾル濃度
を時間分解蛍光免疫測定法で測定した． 
 
（６）CRH ペプチドの測定法の確立 
脳および下垂体内のCRHペプチド量測定の

ための時間分解蛍光免疫測定法を確立した．
96 穴マイクロプレートを２次抗体で固相化
した．洗浄後，BSA でブロッキングした．洗
浄後，抗 CRH 抗体を４℃で一晩反応させた．
さらに，標準試料または未知試料を加えて撹
拌後，ビオチン標識 CRH を加えて４℃で一晩
競合反応させた．洗浄後，ユーロピウム(Eu)
標識ストレプトアビジンを加えて４℃で一
晩反応させた．洗浄後，増強試薬を添加して
Eu を遊離させて蛍光強度を測定し，標準曲線
を得た．本測定系の有効性を確認するために，
他の神経ペプチドとの交差率および最小検
出量を調べた． 
 
４．研究成果 
 
（１）水産重要魚種における CRH ニューロン
の脳内分布 
ニホンウナギ，マダイ，トラフグ，チョウ

ザメ，メダカ，グッピーでは，基本的に CRH
免疫陽性細胞体は視床下部に，CRH 免疫陽性
繊維は脳全体に検出された．染色の特異性は
吸収抗体で確認した．一方，ヒラメ，マツカ

ワ，サクラマス，コイでは，CRH 免疫陽性反
応は微弱であった． 
 ニホンウナギにおいては，ニッスル染色を
併用してCRH免疫陽性細胞体の分布を詳しく
調べた．その結果，CRH 免疫陽性細胞体は，
終脳腹側野交連上部，視索前核，視索前核大
細胞部，視索前核巨大細胞部，室周囲後結節
核，視蓋前域，視床中心後核，内側縦束核，
上網様体核，青斑核などに検出された．その
中で免疫反応性は，視索前核大細胞部，視索
前核巨大細胞部，および上網様体核において
強かった．視床下部からの CRH 免疫陽性繊維
は，下垂体では前葉の ACTH 細胞と中葉のα
－MSH 細胞に投射していた． 
 
（２）ニホンウナギにおける CRH と GnRH お
よび CRH と MCH の脳内ネットワーク 
CRH 免疫陽性繊維は視床下部および中脳被

蓋の GnRH 免疫陽性細胞体とコンタクトして
いる様子が観察された．また，GnRH 免疫陽性
繊維が視索前核大細胞部のCRH免疫陽性細胞
体とコンタクトしている様子も観察された．
以上の結果，CRH と GnRH が脳内でネットワー
クを形成する知見が得られた．なお，MCH 抗
体では免疫陽性反応を検出することができ
なかった． 
 
（３）ニホンウナギ CRH の cDNA クローニン
グとリアルタイム定量 PCR 法の確立 
ニホンウナギCRH cDNAは902bpからなり，

翻訳領域は，シグナルペプチド配列，
cryptic ペプチド配列および CRH ペプチド
をコードする部分からなっていた．演繹ア
ミノ酸配列は41残基で哺乳類CRHと３残基
のみ異なっていた．得られた塩基配列情報
を基に CRHのリアルタイム定量PCR法を確立
した． 
 
（４）飼育背景色がニホンウナギの摂食およ
び生殖に及ぼす効果 
体色は、白水槽では明化、黒水槽では暗

化した．1 個体当たりの摂餌量は黒水槽で
多く，体重も黒水槽で重かった．血中コル
チゾル濃度は実験開始 20 日後には両水槽
間に有意差はなかったが，実験開始 34 日
後には黒水槽で高い傾向があった．視床下
部 CRH mRNA に関しては，まず，CRH とβ
-Actin を TaqMan 法で絶対定量し，total 
RNA 当たりのコピー数を算出した．ANOVA
の結果、実験群間でβ-ActinのmRNA量（コ
ピー数）に有意なばらつきが認められたた
め，CRHとβ-ActinのmRNA量比を比較した．
ANOVA の結果，個体差が大きく統計学的に
は有意ではなかったが，視床下部 CRH mRNA
量は飼育背景色の影響を受ける可能性が示
唆された．今後，生殖に関与する血中の各
種性ステロイドホルモンを時間分解蛍光免
疫測定法で測定し，飼育背景色と生殖との
関連を調べる予定である． 
 



（５）ニホンウナギにおける血中コルチゾル
濃度のコントロール法 
コルチゾル含有餌摂餌量と血中コルチゾ

ル濃度との間に有意な正の相関がみられた
ことから，血中コルチゾル濃度のコントロ
ールにはコルチゾルの経口投与が有効であ
ることがわかった．今後は，視床下部 CRH 
mRNA 量を測定し，血中コルチゾル濃度との
相関を調べる予定である． 
 
（６）CRH ペプチドの測定法の確立 
標準試料1.6 ng/mlから100ng/mlの範囲

で標準曲線が得られた．最少検出量は
2ng/ml(100pg/well)であった．CRH と構造
の類似しているウロテンシンⅠおよびⅡと
の交差率はともに 0.3%以下と低く，本測定
系の特異性が高いことが判明した．代表的
な魚種の組織抽出物の競合曲線と標準曲線
との平行性の有無を解析中である． 
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