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研究成果の概要（和文）：メラニン凝集ホルモン（MCH）の脳脊髄液内投与により，ホシガレイの摂餌量が減少
することが分かった。従来MCHは食欲を亢進して摂餌量を増加させると想定してきたが，本研究の結果はこの前
提を再考する必要性を示した。同様の処置を施した個体の脳における食欲関連ホルモン遺伝子の発現を定量した
ところ，アグチ関連ペプチド１遺伝子と神経ペプチドY遺伝子の発現量の低下が認められた。これら2つの遺伝子
を発現するニューロンとMCHニューロンによる脳内ネットワークが食欲調節に関連することが示唆される。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we aimed to identify the neuron network related to 
somatic growth facilitated by green light irradiation. We found that feeding in spotted halibut was 
reduced upon the administration of melanin-concentrating hormone (MCH) into the cerebrospinal fluid 
via an aperture made on the head. The results of this study discredited a hypothesis considering MCH
 as an appetite-inducing peptide hormone. MCH administration suppressed the expression levels of 
genes encoding agouti-related protein-1 (AGRP-1) and neuropeptide Y (NPY), which were known as 
appetite inducers, in the brain of fish. These results suggest that the neuron networks 
corresponding to MCH, AGRP1, and NPY may regulate the appetite and feeding behavior in fish. 
Furthermore, they suggest the existence of a functional neuron network comprising these three 
hormonal neurons. Since MCH may not stimulate the feeding behavior, it is necessary to identify 
other hormonal factors and neurons instead of just the hormone.

研究分野： 水圏生命科学

キーワード： カレイ　緑色光　成長　食欲　神経ペプチド　メラニン凝集ホルモン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ホシガレイの摂餌量と成長は緑色光照射よって促進される。この飼育条件下でメラニン凝集ホルモン（MCH）遺
伝子の脳内での発現量が上昇すること，また哺乳類ではMCHが食欲を亢進することにもとづいて，MCHを緑色光－
脳内作用（食欲亢進）－成長をつなぐインターフェースとして想定してきた。しかし本研究において示された可
能性は，従来とは真逆の食欲抑制作用である。これはキンギョで示されている作用と同様である。よって，MCH
以外のホルモンをインターフェースに設定して，研究計画を再構築する必要が生じた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
魚類養殖は優良なタンパク質を供給する手法として，今後各国で重要性が増していくことが確実視さ

れている。世界的には食糧増産に寄与し，国内的には高齢化社会での省力化に対応できる。近未来を視
野に入れた生産増と生産コスト削減のためには，養殖魚の成長促進を導くことが最重要課題である。   
魚類の成長は飼育環境に依存する。これまでに申請者らは，カレイの仲間のマツカワ，ホシガレイ，

ヒラメの成長に及ぼす光環境の効果を明らかにしてきた（Shimizu et al., 2019, 2021; Takahashi et 
al., 2016, 2018）。一連の成果の中で特筆すべき点は，波長 518 nm をピークとする緑色光を一定時間
照射するのみでカレイの成長が促進し，さらに肥満度も増加したことである。エサが血肉となる増肉
係数も良好になることから，革命的な魚類養殖技術として導入される機運が高まっている。緑色光を
魚類養殖に活用するためには，成長を導く仕組みを明らかにして，本来魚類に備わっている特性を導
くものであることを社会に周知する必要がある。これは新技術に科学的な裏付けを与え，食の安全性
への疑念払拭のために必要である。 
成長には食欲亢進と同化作用が重要である。食欲亢進には脳内で産生される複数のホルモンが関与す

る（Parker and Bloom, 2012; Volkoff et al., 2010）。成長そのものには脳下垂体から分泌される成長ホ
ルモン，同化作用には膵島のランゲルハンス島から分泌されるインスリンが特に重要であるため，
（Andoh, 2007; Kawauchi et al., 1986）これらホルモンの遺伝子発現や血液中濃度に対する緑色光照
射の影響を調べてきた。これまでに明瞭な変動が認められているのは，食欲亢進作用を有するとされ
るメラニン凝集ホルモン（MCH）の脳内での発現上昇のみである（Shimizu et al., 2019,; Takahashi 
et al., 2016, 2018）。成長ホルモンとインスリンには変動が認められない。さらには，MCH の食欲亢
進作用は哺乳類において示されているのみであり，魚類では証明されていない。このように緑色光が
カレイの成長を促進する仕組みは，MCH の関与が浮上してはいるが，ほとんど不明のままである。仮
に，MCH の食欲亢進作用が証明されたとしても，MCH だけですべてを説明できるわけではない。 
 
２．研究の目的 
緑色光を照射したカレイでは摂餌量が増加することから，食欲が刺激されることは間違いない。行

動を観察したところ，通常は水槽底面に静止していることが多いカレイが，緑色光を照射するとその
直後から行動が活発になり水槽中を泳ぎまわって餌を頻繁に食べることが分かった。この現象は，緑
色光照射直後，摂餌行動に係わる脳細胞が極めて短時間の間に発火し，その活動が持続することを強
く示唆する。そこで本研究は緑色光により駆動される魚類脳細胞の探索を目的とした。そして，得られ
る成果に基づいて，緑色光により駆動される脳神経ネットワークを，c-fos を探索マーカーに用いて解
明することを当初の目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 実験魚 
 本研究には，国立研究開発法人 水産研究・教育機構宮古庁舎で生産されたホシガレイ（Verasper 
variegatus）を用いた。 
 
(2) ホシガレイ c-fos の研究 
① ホシガレイ c-fos の cDNA クローニング 
 タイセイヨウオヒョウ（Hippoglossus hippoglossus）の c-fos 塩基配列 （ID: KF941297, 約 1.1 kb）
をもとにほぼ全長を含む cDNA 断片（約 1 kb）を増幅するプライマーを設計した。ホシガレイ当歳魚
の全脳 total RNA を ISOGEN II （ニッポンジーン）を用いて抽出し、Recombinant DNase (RNase 
free) (タカラバイオ)を使用しゲノム DNA を除去した。この RNA と One step PrimeScript RT-PCR 
kit （Perfect Real Time）（タカラバイオ）を用い、前述のプライマーを用いて RT-PCR を行った。増
幅産物を NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kit （タカラバイオ）用いて精製し、pGEM-T EASY 
vector systems （プロメガ)）を用いて cDNA クローニングを行った。DNA 塩基配列の解析には BigDye 
terminator および 3130xl DNA sequencer （アプライドバイオシステムズ)）を用いた。 
 
② ホシガレイ c-fos の定量的 RT-PCR（qRT-PCR） 
 ホシガレイ c-fos の cDNA クローンを、制限酵素 Sal I （タカラバイオ）で直鎖化した。T7 RNA 
polymerase （タカラバイオ）により c-fos RNA の in vitro 転写を行った。合成された RNA は DNase
処理の後に標準的な方法で精製し、qRT-PCR の標準 RNA として用いた。qRT-PCR に用いたプライ
マーおよびTaqManプローブは、上記のホシガレイ c-fosクローンの塩基配列をもとにPrimerExpress 
（アプライドバイオシステムズ）を用いて設計した。 
緑色 LED 光照射下（対照は環境光）で 30 日間，水温約 9℃で飼育したホシガレイから摘出した全

脳サンプルを材料とし，上記と同様に total RNA を抽出、DNase 処理を行った。前述した in vitro 転



写したホシガレイ c-fos RNA を段階希釈（10 fg – 10pg）し標準 RNA とした。One step PrimeScript 
RT-PCR kit (Perfect Real Time) (タカラバイオ)を用い、LightCycler96 (ロシュダイアグノスティク
ス)を使用して qRT-PCR を行った。 
 
③ ホシガレイ c-fos タンパク質の免疫組織化学検出 
 上記の過程において得られたホシガレイ c-fos cDNA をもとに演繹アミノ酸配列を得た。種間比較の
結果、ゼブラフィッシュ c-fos タンパク質とロイシンジッパードメインを中心に高い相同性を認めた。
市販のゼブラフィッシュ c-fos 抗体（Anti c-Fos E-8、サンタクルーズバイオテクノロジー）を用い、
ホシガレイ全脳抽出物からウェスタンブロッティング法で c-fos の検出を試みた。 
 
(3) ホルモンの脳脊髄液内投与 
① ホルモン投与 
手術後の個体を収容するストック水槽を以下のように準備した。黒色円形 500 L 水槽 12 基を天井の

照明蛍光灯点灯中の屋内に設置した。ただし蛍光灯直下は避けた。海水は 200 L とした。自然水温，
止水とし，エアーストーンを一個により空気を補給した。ストック水槽中の個体（1 歳魚，140-160 g）
実験 3 日前から無給餌とした。実験前日に，予備 1 個体を含む 2 個体を実験水槽に移した。実験当日，
最初の手術を 9 時に開始した。水温は 13.7℃であった。0.075% 2-フェノキシエタノールに 3 分間浸漬
して麻酔した個体の頭部にドリルで穴を開けた。その穴から MCH 溶液あるいは生理食塩水溶液（対
照）を投与した。1 個体への最大投与液量は 5 μL とした。穴は，同じ個体から切り取った尾鰭片をボ
ンドで固定してふさいだ。投与後の個体は直ちに実験水槽に移した。予備個体をストック水槽に戻し
たのち，実験水槽では直ちに手撒き給餌を行った。給餌は摂餌状態を観察しながら 3 時間継続し，給
餌量（配合飼料の粒数）を求めた。これらから遺伝子発現分析用に，脳と下垂体を採取しドライアイス
上で凍結した。また，胃内容物の有無と性別を確認した。なお MCH 投与から 10 分以内に体色の明化
が肉眼で確認された。 
 
② 脳内ホルモン遺伝子発現 
 上記個体の脳における各種ホルモン遺伝子の発現を qRT-PCR により調べた。対象としたホルモン
は以下のとおりであり，いずれも摂餌行動への関与が想定されるものである；メラニン凝集ホルモン
（MCH）1 および MCH2，下垂体アデニル酸シクラーゼ活性化ポリペプチド（PACAP），プロオピオ
メラノコルチン-C（POMC-C），アグチ関連タンパク質（AGRP）１および AGRP-2，オレキシン（ORX），
および神経ペプチド Y（NPY）。標準 mRNA の調製や反応条件は既報の論文に準じた（Shimizu et al., 
2019; Takahashi et al., 2016, 2018）。 
 
４．研究成果 
(1) ホシガレイ c-fos 
 緑色 LED 光照射下で 30 日間飼育したホシガレイ脳における c-fos mRNA 含量には，対照群との間
に差は認められなかった。この結果は，緑色 LED 光照射に応答して発現が亢進する c-fos 発現細胞は，
存在するとしても細胞数が少なく，本手法では発現の差異を検出できない可能性を示唆する。これを
検証するために市販のゼブラフィッシュ c-fos 抗体による免疫組織染色を試みた。しかしウェスタンブ
ロッティングにおいてホシガレイ脳抽出物中に c-fos タンパク質を検出できなかったため，免疫組織染
色による，c-fos 遺伝子が活性化する細胞の検出は断念した。 
 
(2) ホシガレイの摂餌に対する MCH の効果 
 MCH は哺乳類では食欲を亢進して摂餌行動を活発にするホルモンとして知られている（Qu et al., 
1996）。MCH は脳でつくられ，そのニューロンのほとんどが脳内に投射するため，作用のほとんどは
脳内におけるものと解釈される（Nahon, 1994）。魚類では，MCH ニューロンは脳内に投射するほか，
下垂体神経葉にも投射し，神経内分泌作用により血流中に分泌され，その末梢における代表的な作用
として鱗や皮膚の色素を拡散して，体色を明るく，あるいは薄くする（Vallarino et al., 2009）。 
 魚類の食欲に対する MCH の直接的な効果はキンギョにおいて示されている（Matsuda et al. 2006, 
2007）。キンギョでは，MCH の脳室内投与によって摂餌量が減少することから，MCH は食欲を抑制
するホルモンであると考えられている。一方，カレイ類を白背地で飼育すると体色が明化することに
加えて，摂餌行動が活発になり成長も促進される。この時脳内の MCH 遺伝子発現量が上昇すること
から，MCH は食用亢進作用を有し，白背地で産生量が増えた MCH が食欲を亢進させると解釈されて
いる（Takahashi et al., 2018）。そこで本研究では，ホシガレイの摂餌行動に対する MCH の直接的効
果の解明に取り組んだ。 
 キンギョでは，薄く透きとおっている頭頂部から脳室に狙いを定めて穿刺することにより，試験液
を投与することが可能である。しかし左右非対称であり，頭頂部が厚いホシガレイにキンギョと同様
の手法を適用することはできない。本研究では次善の策として，研究の方法に記したように，脳脊髄液



への投与を行った。その結果，図１に示すとおり，MCH 2500 
pmol/g 投与群において，摂餌量の減少が認められた。投与直
後から体色が明化に転じたことから，MCH が脳脊髄液から
血液に移行して，末梢作用としてメラニン凝集作用を発揮し
た可能性がある。傍証ではあるが，MCH が魚体内に首尾よ
く投与されたことを示唆する。MCH を投与した個体の摂餌
量が減少したことは，MCH が脳内の食欲中枢に作用したこ
とを示唆する。この結果は，生体内での MCH 産生の上昇が
食欲亢進と密接に関連するとの仮説の見直しを迫るもので
あり，白背地および緑色光照射により成長が促進される現象
を，MCH のみでは説明が困難になった。ただし，実験例が
少ないことから，投与量の適否や再現性を含めて MCH の食
欲もしくは摂餌行動に対する効果について検討を進める必要
がある。 

 
(3) ホシガレイ脳ホルモン遺伝子の発現に対する MCH の効果 
 ホシガレイにおいて従来は，MCH 遺伝子発現量の高い個体の成長が優れていたことから（Shimizu 
et al., 2019, 2021），同ホルモンを食欲亢進ホルモンと考えてきた。しかし前節で記したように，MCH
はホシガレイにおいて食欲を抑制する可能性が生じた。促進的あるいは抑制的に作用するにせよ，
MCH が食欲調節に関与するホルモンであるならば，脳内の食欲関連ホルモンの遺伝子発現に対する
MCH の効果を解明することは，MCH を軸として緑色光により駆動される脳神経ネットワークを理解
することにつながる。 
本研究では MCH の脳脊髄液内投与によって摂餌量が減少した個体群の脳における，各種ホルモン

遺伝子の発現を調べた。結果を図２に示す。対象とした数種類のホルモン遺伝子のうち，agrp1 と npy
の発現に減少が認められた。MCH がこれらホルモン遺伝子の発現に影響を及ぼすことは，これら遺伝
子を発現するニューロンに MCH 受容体が存在することを示唆する。あるいはこれらのニューロンと
MCH ニューロンの間に別のニューロンが介在していることも考えらえるが，MCH ニューロン，
AGRP1 ニューロン，NYP ニューロンの 3 者が脳内でネットワークを形成し，食欲調節に関与してい
ることが示唆される。以上の結果により，不調に終わった c-fos を指標とするニューロンネットワーク
の解明は不調だったが，これは挽回できた。 
 AGRP1 と NPY はどちらも食欲を亢進するホルモンと考えられている。ホシガレイにおいて，MCH
が食欲を抑制するホルモンであるならば，MCH のその機能の一端は AGRP1 と NPY に起因する食欲
を抑制することにあると考えられる。 
 以上のように本研究ではホシガレイにおいて食欲に関する脳内ホルモンネットワークの一部を解明
でき，さらに MCH が食欲を抑制する可能性を見出した。これらの成果はホシガレイをはじめとする
カレイ類の成長に対する光の効果を解明するための起点となる。 

 
 

図 1 脳脊髄液内に MCH を投与したホシガ

レイの摂餌量 

図 2 脳脊髄液内に MCH を投与したホシガレイの脳内における，食欲関連ホル

モンをコードする遺伝子の発現量 
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