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研究成果の概要（和文）：　動物の福祉に配慮した養殖を実現するために、高密度飼育による養殖への影響を血漿成分
を中心とする網羅的な解析を通して明らかにし、適切なモニタリング指標を確立するための基礎的検討を行った。水質
条件を一定にした条件下での高密度飼育による影響は、血漿化学成分の多変量解析による検討の結果、コルチゾール等
ストレス指標による検出ではなく、エネルギー代謝の変動に着目したモニタリングが有用であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）： In order to establish a aquaculture system considering animal welfare, I carried 
out comprehensive analysis of biochemical components. It is suggested that the effects of high density rea
ring under the fixed water quality were able to detect by the changes of energy metabolisms even if the ty
pical stress indicator such as plasma cortisol levels in fish.
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１．研究開始当初の背景 

１）今後予測される世界的な食糧不足に対し

て十分な食糧を確保することは、第一次産業

に関わる機関にとって重要な課題となってい

る。水産物の消費は健康志向とも相まって世

界的には増加傾向にある。養殖魚の生産量は、

我国のみならず世界各国で年々増加して来て

おり、水産物の総生産量の 5 割近くに至って

いる。このように水産養殖業は動物タンパク

源の供給に重要な役割を果たし、FAOは養殖

魚の増産が重要な課題であることを指摘して

いる。その一方で、欧米では、”食糧動物の福

祉（Farm animal welfare）”という概念が浸

透しつつある。イギリスでは、食糧動物の福

祉に配慮して生産された製品を購入するとい

う意識を持つ消費者が 50％を超えていると

いう調査結果がある。米国や欧州連合では、

と殺の段階だけではなく、生産段階から食糧

動物の福祉に配慮した生産方法をとることが

法制化されてきている。しかしながら、主要

な養殖生産国である日本を含む東アジア、東

南アジア各国では食糧動物への福祉の概念は

普及しておらず、生産物の輸出相手国である

欧米各国が、今後、食糧動物の福祉への対応

を生産国に要求することが予測され、その対

策を早急に確立しておくことが必要である。 

２）食糧動物の福祉への配慮は、食糧動物の

自然な行動を保証し、疾病、苦痛、ストレス

から解放することを意味している。養殖魚に

おいては、放養密度が疾病の発生及びストレ

スに影響を及ぼす大きな要因であることは古

くから指摘されており、養殖魚の福祉という

観点から養殖生産を考えると、適正な養殖密

度を維持することが必要であるが、生産性・

経済性を維持するために、放養密度を高くし

て集約的な養殖を行っているのが現状である。

養殖魚の福祉という概念は、多分に哲学的要

素を含んだものであり、養殖業が経済活動で

あることや養殖業の食糧産業としての使命を

考えると、単純に放養密度を低くすればよい

というものではない。科学的に養殖魚のスト

レス状態を評価し、養殖魚がストレスを受け

ない範囲で最大の放養密度を決定することが、

生産性を維持・改善しながら、養殖魚の福祉

に配慮することにつながると考えられる。 

３）欧州連合では、持続的な水産資源利用の

一貫として、養殖場での魚類のストレス評価

に関するプロジェクトが 2006 年から、養殖

魚の福祉の有用性とコストに関するプロジェ

クトが 2007 年から始まっている。養殖魚の

福祉あるいはストレスに関する研究は、主と

して、飼育密度をストレッサーとして、行動

学的解析、血中コルチゾールや血漿浸透圧に

よるストレス反応のモニタリング、免疫指標

や抗病性評価、成長パラメータによる評価が

主として行われてきた。また、最近の研究で

は、腸管の物質透過性を評価する手法も報告

されている。これまでに得られた知見を整理

すると、ティラピアを高密度（EU の適正推

奨飼育密度の約 10倍）で飼育すると、血漿コ

ルチゾールレベルに有意差は見られないもの

の、短期間の飼育では血糖値が上昇し、飼育

期間が長くなると逆に血糖値が低下する。こ

れは，一般的なストレス反応とは異なる現象

である。養殖魚にかかる高密度飼育ストレス

は慢性的かつ長期にわたるものであり、また、

養殖場の置かれている環境（溶存酸素量や水

温、アンモニア濃度など）が影響を及ぼしう

ることを念頭に置かなければならない。 

 

２．研究目的 

 本研究において、養殖魚のストレス状態は、



エネルギー代謝に影響を及ぼし、それらが浸

透圧調節や腸管の物質透過、魚類の行動、成

長に影響を及ぼす根本的な原因ではないか、

また、エネルギー代謝の変化を捉える適切な

指標をモニタリングすることで、より的確に

養殖魚のストレス状態を評価し得るものとの

作業仮説に基づいて、本研究では、養殖魚の

福祉に配慮した適正放養密度の決定に資する

ため、メタボロミクスアプローチによる魚類

のストレス評価手法の確立を目的とする。 

 具体的には、既知の研究で行われている行

動学的解析、血中コルチゾールや血漿浸透圧

によるストレス反応のモニタリング、免疫指

標や抗病性評価、成長パラメータによる評価

を検証するとともに、血漿中のエネルギー代

謝関連物質の定量、エネルギー代謝の中間代

謝物の定量を行い、既知の知見との相関を検

討することで、①エネルギー代謝の変化が、

飼育密度ストレスの影響で起こる様々な生体

反応と関連性が強いことを確認し、②養殖魚

の飼育密度ストレスがエネルギー代謝に及ぼ

す影響を把握したうえで、養殖魚のストレス

状態をより的確に把握しうる指標を決定する

ことを研究期間中に達成する目標に設定した。 

 

３．本研究の実施において用いた研究手法 

 飼育水槽で飼育密度条件を変えようとする

と、アンモニアの蓄積や溶存酸素量の低下な

ど水質条件の変化を伴う。水質条件をそろえ

ようとすると注水量の調整が難しい。また、

網生け簀養殖では、飼育密度条件による水質

の変化はそれほど大きくはなく、単位空間あ

たりの飼育量が大きな要因となることが考え

られる。本研究においては、水質条件を一定

にし、単位空間あたりの飼育密度が魚のエネ

ルギー代謝に及ぼす影響を明らかにするため、

以下の飼育方法を各小課題の実験に共通して

採用した。 

 すなわち、ティラピアを 60Ｌ水槽に，欧州

連合で適正飼育密度として推奨されている

3.7 ± 0.1 Kg m-3となるように収容し、これを

対照区とする。同様に設置した水槽で、単位

水量当たりの収容密度が 40.1 ± 4.9 Kg m-3と

なるように穴の開いたアクリル板で仕切りを

設け、高密度ストレスを負荷する。60Ｌ水槽

への注水量やエアレーション等の条件は同一

とすることで、高密度飼育による水質悪化や

溶存酸素量への影響を排除した。 

 試験群として、対照群（欧州連合推奨密度；

以下 CTRL 群)、プロバイオティクス投与群

（市販飼料にプロバイオティクスを添加し給

与した群で飼育密度は対照群と同じ；以下

CTRLP)、高密度飼育群（欧州連合推奨密度

の 10倍；以下 STRESS群）および STRESS

群をプロバイオティクス添加飼料で飼育した

群（以下 STRESSP群）の４試験群を設定し

た。プロバイオティクス投与試験群の設定は、

プロバイオティクスに高密度飼育ストレスの

軽減効果が認められたためである。飼育中の

給餌率は収容魚体重の３％に統一した。飼育

試験に用いた供試魚の体重は約12 gであった。

試験時の水温は 26 ± 1.5℃、pH は 7.4 ± 0.2 、

溶存酸素量は 9.9 ± 1.7 mg /lであった。 

 

４．研究成果 

１）高密度飼育ストレスによる成長、血液生

化学指標への影響およびプロバイオティクス

投与による軽減効果 

 本研究では、高密度飼育開始 1 週間後およ

び 2 週間後の影響を調べた。長期の飼育では

密度以外の飼育条件の影響が強く表れること

が懸念されたためである。まず、高密度飼育



ストレスの成長に及ぼす影響を調べたところ、

STRESS群が他の 3群に比べて有意に低い成

長率を示し、筋肉中の RNA/DNA比も有意に

低かった。CTRLと STRESS群間の比較およ

び CTRLPと STRESSP群間の比較では、成

長率およびRNA/DNA比ともに高密度飼育で

有意に低下することが確認できる。このこと

は、高密度飼育によるストレスは、短期間で

あってもその成長に影響を及ぼすこと、プロ

バイティクスの投与が高密度飼育ストレスに

よる成長停滞を改善する効果を有することが

明らかとなった。SGRに比べて、RNA/DNA

比はバラツキが少なく、有意な変動を検出し

やすいこと、魚類においても RNA/DNA比は

栄養状態を反映することの報告が多いことな

どから、高密度飼育の影響を評価する指標と

して有用であると考えられた。 

 同実験における高密度飼育の影響をストレ

ス反応として評価するため、血液生化学的検

査をおこなった。一般的にストレス指標とし

て用いられているのは血漿コルチゾール値で

あるが、血漿コルチゾール値には試験群間で

有意な差は認められなかった。淡水魚がスト

レスを受けたときには、血漿浸透圧、血漿ナ

トリウム、血漿塩化物がそれぞれ低下を示す。

1 週間の高密度飼育では、これらの指標にス

トレス反応を示す有意な変動は見られなかっ

た。高密度飼育を 2 週間続けると、STRESS

群の血漿浸透圧、血漿ナトリウム及び塩化物

量は他の 3 群と比較して有意な低下を示した。

ストレス負荷時の血糖値はコルチゾールによ

る解糖促進によって上昇するが、本実験にお

いて、1 週間の高密度飼育では、STRESS お

よび STRESSP群で血糖値が有意に上昇した。

しかし、高密度飼育を 2 週間続けると、

STRESS群は他の 3群よりも低い値を示した。

この血糖値の変動はRNA/DNA比と同様の変

動傾向であった。 

 本研究においては、淡水魚がストレッサー

に暴露された場合に示す一般的なストレス反

応を示さなかった。ストレス反応はストレッ

サーの強度とストレス負荷の時間に依存する

と考えられるが、2 週間の高密度飼育による

影響はティラピアにおいては、血漿コルチゾ

ールの上昇や浸透圧撹乱などの所見は見られ

なかった。このことは、酸素を十分供給する

条件下で実施したブリの高密度飼育実験によ

る結果と一致するものであった。それにも関

わらず、高密度飼育による成長停滞は明確に

認められた。この成長停滞は給餌率を魚体重

の 3％に固定したことから摂取エネルギーと

消費エネルギーのギャップにより生じたもの

と考えられる。実際に血漿値は RNA/DNA比

と連動した変化を示しており、本研究で認め

られた血糖値の変化は摂取エネルギーと消費

エネルギーのギャップにより生じた栄養状態

の低下を示した変動とみられる。STRESS群

と STRESSP群の比較では、STRESS群で見

られた RNA/DNA比、血漿浸透圧、血糖値が

STRESSP 群で改善され、対照群と同程度の

値を示していたことから、本研究で投与した

プロバイティクスは高密度飼育による摂取エ

ネルギーと消費エネルギーのギャップを予防

または改善する効果を有することが示唆され

た。 

 

２）多変量解析による高密度飼育魚における

生理状態の解析 

 前実験において、高密度飼育が明瞭なスト

レス反応を惹起しない段階で摂取エネルギー

と消費エネルギーのギャップが生じ、それに

よる二次的影響を含めた生理状態の変化が



RNA/DNA 比や血液生化学所見に反映される

ことが示唆されたことから、それを検証する

ことを目的として、血漿総コレステロール

(TCHO), 中性脂肪(TG) 及び総タンパク(TP)

を新たに追加測定し、多変量解析による高密

度飼育魚における生理状態の解析を試みた。 

 はじめに、各測定値のデータを元に

Student-Newman-Keuls (SNK) testにより、

多重比較を行い、プロバイオティクスの投与

効果（CTRL群と CTRLP群、STRESS群と

STRESSP群の比較）、ストレス効果（CTRL

群と STRESS群、CTRLP群と STRESSP群

の比較）および相互作用による効果

（Two-Factor ANOVA）を検討した。高密度

飼育群では GLU、TCHO および TG が有意

に高く、RNA/DNA比が有意に低かった（表-

１）。本実験の結果から、栄養状態を反映する

測定項目および代謝関連項目に有意な変動が

見られることが示唆された。 

 そこで、因子分析を行い、高密度飼育によ

る生理状態に及ぼす因子の特定を行うことと

した。この結果から、第一因子としてTCHO、

TG および TP（エネルギー物質）、第二因子

として OSMおよび CORT,（ストレス関連指

標）、第三因子として GLUおよび RNA:DNA

比（栄養状態関連指標）が高密度飼育による

影響を反映するものと考えられた。 

 

３）高密度飼育の影響を検出するためのモニ

タリング法の検討 

 血漿中成分 17項目の個別の比較では、個体

差が大きいことが影響し、有意差を検出する

ことが難しい。そこで、血漿中成分 17項目を

判別分析により解析し、高密度飼育の影響を

検出することが可能かどうかを検討した。 

 高密度飼育群の判別スコアの頻度分布は対

象群とは異なり、判別スコアによって両群を

識別可能であることが示唆された。この両群

間のマハラノビス距離は 3.81であった。しか

し、判別感度としてはあまり高くないものと

考えられたため、無機成分 4 項目を用い、以

下の判別式を適用することで、判別感度は

87％に上昇した。 

NORMAL ：0>-142.6 - 31.9 x IP - 1.5 x Mg + 

1.7 x Na + 5.1 x K  

 

４）高密度飼育魚におけるエネルギー代謝状

態の解析 肝臓および筋肉中の ATP 含量を

測定した。肝臓の ATP量は 2週間の高密度飼

育では有意な低下は見られなかった。このこ

とはエネルギー物質である ATP 量そのもの

には高密度飼育による差異は生じないことを

示している。１）および２）の検討では、高

密度飼育が摂取エネルギーと消費エネルギー

のギャップ生じることが示唆されたが、ATP

量に差異が生じるほどの影響が現れてくるの

はエネルギーギャップが大きくなり、適応が

不可能な状態に陥った段階で生じると考えら

れ、本結果とは矛盾しない。 

 ２）での検討においては、エネルギー源と

しての TG および TPの動員が行われること

が示唆されたことから、まず、血漿中のアミ

ノ酸分析により高密度飼育の影響を調べた。

血漿中の遊離アミノ酸量は CTRLP 群および

STRESS群がCTRL群より有意に高い値を示

した。このことは、高密度飼育で生じたエネ

ルギーギャップを補うためにエネルギー源と

しての遊離アミノ酸が動員されたことが示唆

している。このとき、末梢組織での遊離アミ

ノ酸消費が十分に行われなければ、血漿中の

遊離アミノ酸量が増加することになる。

STRESSP 群の血漿遊離アミノ酸量は CTRL



群と同程度であり、CTRLP 群より有意に低

かった。これらを考え合わせると、プロバイ

オティクスの投与によりエネルギーとして使

用可能な遊離アミノ酸が増加し（余剰エネル

ギー）成長促進に寄与していること、消費エ

ネルギー増加をアミノ酸の利用によって補っ

ていることが考えられた。STRESS 群と

STRESSP 群の肝臓中のアスパラギン酸アミ

ノトランスフェラーゼ活性、アラニンアミノ

トランスフェラーゼ活性およびグルコース

-6-リン酸でヒドロゲナーゼ活性は STRESSP

群が STRESS群より有意に高く、プロバイオ

ティクスが高密度飼育時のエネルギー代謝の

面から適応反応を促進しているのではないか

と推察された。 

 

５）養殖現場での飼育状況を想定した高密度

飼育の影響解析 

 実際の養殖現場での高密度飼育の影響を解

析する目的で、コンクリート水槽での試験を

実施した。本試験においては、1 水槽に収容

するティラピアの尾数を変えることで所定の

飼育密度を維持し、結果として水質条件も異

なることを容認した試験設計とした。 

 溶存酸素量が 100 尾/m2区で高かったほか

は水質条件に大きな違いは見られなかった。

本試験においては、飼育密度に依存して肥満

度および血漿中性脂肪の低下と血漿 AST 活

性の上昇が認められた。本試験では、高密度

飼育区の溶存酸素量が少なく、実験室レベル

での解析結果と逆の変動を示したものもあっ

た。ブリでの試験でも、高密度飼育による影

響を調べる場合には、水質の調整を行った場

合と行わなかった場合とでは変動が異なるこ

とがあり、それに影響を与える最も重要な要

因は溶存酸素量であると考えられた。 
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