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研究成果の概要（和文）：本研究では，魚類健康診断の検査項目において，新しい測定法の確立が求められている血液
成分のモニタリング，産卵時期の予測，魚病細菌の検出に焦点をあて，これら項目を迅速・簡便かつリアルタイムに測
定できる各種バイオセンサシステムを開発し，魚類健康診断のための「さかなドッグ」の構築を目指すことを目的とし
た．その結果，血液中のグルコース，コレステロール，乳酸等の血液成分を，魚を遊泳させた状態でリアルタイムモニ
タリングすることを可能にした．また，産卵時期を予測するための卵成熟ホルモン（DHP）測定システム，魚病診断の
ためのアユ冷水病細菌検出システムの開発を試み，迅速簡便な測定法を確立することに成功した．

研究成果の概要（英文）：We developed novel biosensor systems for fish health screening. Various implantabl
e wireless-biosensors to monitor fish health indicators, such as glucose, cholesterol, and lactic acid, we
re prepared. These sensor systems allow us to monitor the health indicators in fish under free-swimming co
nditions. We also developed a label-free immunosensor system for detecting the oocyte maturation-inducing 
hormone (DHP). The mechanism of the sensor system is based on differences in electrochemical activity chan
ged by an immunoreaction in the absence and presence of DHP. One sample can be used to measure DHP levels 
within as little as 15 min. Moreover, we developed a novel method for detecting Flavobacterium psychrophil
um using high-gradient immunomagnetic separation with polymerase chain reaction, which allows for ultra-hi
ghly sensitive and specific detection of F. psychrophilum. These newly developed biosensor systems allow f
or rapid and convenient monitoring of fish health indicators.
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１．研究開始当初の背景 
 近年，消費者の間で食の安全性に対する関
心が，魚介類をはじめとする水産物において
も急速に高まっている．特に最近になって，
養殖魚を食材としたときの安全性，すなわち
魚の健全性が強く求められるようになって
きた．これまでの水産養殖業界では，魚病対
策として抗生物質による投薬を行ってきた
が，薬事法の改正や薬剤の魚への残留などの
懸念から，抗菌剤に頼らない新しい養殖技術
の確立が必要とされている．このため，魚の
健康度を定期的に評価し，早期に異常を察知
できるような養殖魚のための健康診断が注
目されており，その検査項目を迅速・簡便に
測定できる新しいシステムの開発が望まれ
ている．  
 魚の健康度の指標としては，血中グルコー
ス濃度の変化が魚類のストレスの度合いや
呼吸障害，栄養状態を示すことが近年の研究
によって明らかにされている．また血中総コ
レステロール濃度の低下も，細菌感染症に対
する抗病性の低下を示す重要な指標になる
ことが報告されている．さらに，血中コルチ
ゾルや乳酸濃度の変化も魚のストレスを知
る重要な測定項目になっている．従来これら
検査項目の殆どは，ヒト用臨床検査キットを
用いて測定されていたが，魚の捕獲，血液の
採取とその血漿化，吸光分析法による測定な
ど煩雑な操作と時間を必要としていた．そこ
で研究代表者は，平成 20～22 年度科研費基
盤研究（B）において，魚体内に留置可能な
バイオセンサを創出することにより，水中で
遊泳している魚の血糖値をリアルタイムに
モニタリングすることに世界で初めて成功
した．本バイオセンサは，微小電極をベース
として電極検出部上に酵素（グルコースオキ
シダーゼ(GOD)）が固定化されている．これ
を魚の眼球外膜内間質液中に留置して，防水
加工されたワイヤレスシステムに接続し，
GOD の酵素反応によって生成する過酸化水
素量を電極上で電気化学的に測定すること
より，グルコース濃度のリアルタイムにモニ
タリングを可能にした．このことは水産分野
のみならず， バイオセンサの研究分野にも
大きな知見を与えた．さらに，血中総コレス
テロール濃度についても，同様の方法でバイ
オセンサシステムを構築したことで，そのリ
アルタイムモニタリングに成功した．しかし
ながら，これらのセンサは酵素反応の際，測
定試料内に溶解している酸素分子を利用し
ているため，測定値に及ぼす溶存酸素量の影
響が問題として残されていた．すなわち，魚
の生理状態によっては血液中の溶存酸素濃
度が変化する恐れがあり，これによって正確
なグルコース濃度の測定が困難となる可能
性が危惧されていた．したがって将来的には，
血液中の酸素量が測定値に影響を及ぼさな
い新しいセンサシステムの開発が必要とさ
れている． 
 一方，養殖場での種苗生産における作業の

軽減化や卵の効率的採取のために，迅速・簡
便な排卵時期予測法の確立が望まれてきた．
しかし魚類の成熟・排卵は，種々の環境要因
や生理的要因が大きく影響するため，その排
卵時期を正確に予測することは困難であっ
た．こうした中，卵成熟誘起ホルモンの 1 種
である 17，20β-dihydroxy-4-pregnen-3-one
（DHP）が，卵成熟期になると血液中で急激
に増加することが知られており，これを指標
とすることで排卵時期の予測が可能である
ことが知られていた．従来，DHP の定量に
は，液体クロマトグラフィーや蛍光検出等の
方法が用いられてきたが，いずれの場合も煩
雑な操作と時間を必要としていた． 
 さらに，魚の病気の原因となる魚類病原性
細菌の検出も，水産養殖において重要な検査
項目となっている．魚病細菌の検出には，近
年ではフローサイトメトリーや Polymerase 
chain reaction（PCR）等の検出法が開発さ
れ，迅速・簡便な測定が可能になってきた．
これらの手法は，実際の水中や土壌試料中に
含まれる細菌類を検出する場合，少量の検体
量（100μｌ程度）での分析が可能である反面，
菌体の高感度検出には必ずしも適している
とはいえなかった．すなわち，試料中の菌体
数が極めて低い場合，100μｌ程度の検体量で
は菌体の存在確率が低くなってしまうため，
その検出が困難になることがしばしばあっ
た．また，試料中には菌体以外の夾雑物質が
多数存在することも，その高感度検出に支障
をきたしていた． 
 
２．研究の目的 
 そこで本研究では，前述の背景を鑑み，魚
類健康診断の検査項目において現在，新しい
測定法の確立が求められている血液成分の
モニタリング，産卵時期の予測，魚病細菌の
検出に焦点をあて，これら項目を迅速・簡便
かつリアルタイムに測定できる各種バイオ
センサシステムを製作し，魚類健康診断のた
めの「さかなドッグ」の構築を目指すことを
目的とした．本研究では，（1）電子メディエ
ータを用いた血液成分測定用酵素バイオセ
ンサの開発，（2）卵成熟ホルモン測定用非標
識免疫バイオセンサの開発，（3）免疫磁性ビ
ーズを用いた魚病細菌検出システムの開発
等を中心に研究を遂行した． 
 なお，各種バイオセンサの基本設計，製作，
評価及び研究の総括は研究代表者の遠藤英
明（生体機能利用学）が担当した．また，電
極上への自己組織化単分子膜の形成，抗体固
定化法の検討については東京海洋大学大学
院海洋工学系の大貫等（有機薄膜工学）が，
ワイヤレスシステム及び集積型バイオセン
サの設計・製作は(財)函館地域産業振興財団
（北海道立工業技術センター）の村田政隆
（計測システム学）が，魚病細菌検出の検証
については(独)水産総合研究センターの吉浦
康寿（魚病学，魚類生理学）が連携研究者と
して担当した．  



 
３．研究の方法 
 本研究では，計測デバイスに微小電極を，
分子識別生体素子に生体触媒（酵素，抗体等）
を利用することにより，魚類の血液成分（グ
ルコース，総コレステロール，乳酸）や卵成
熟ホルモン（DHP）の測定，魚類病性細菌の
検出が可能な各種バイオセンサを製作し，魚
類健康診断のためのバイオセンシングシス
テムを創出した．血液成分の測定には電子メ
ディエータを利用した酵素反応を用い，DHP
の測定には免疫反応を利用した．また，魚病
細菌の検出には菌体試料の濃縮のために高
勾配磁気分離（HGMS）法を採用し，細菌種
の識別には免疫反応を用いた． 
（1）電子メディエータを用いた血液成分測
定用酵素バイオセンサの製作：電子メディエ
ータとなるフェロセン誘導体を GOD ととも
にポリピロールまたはキトサンに固定化す
ることにより，酸素量に影響されない新しい
血糖値測定用センサの製作を検討した．まず，
作用極に白金イリジウム線を，対極に銀塩化
銀を用いて，ニードル型微小電極を作製した．
電極反応部には，電極反応に及ぼす夾雑物質
の影響を軽減するためナフィオンを塗布し，
その後メディエータと GOD を固定化した．
これにより，GOD の酵素反応においてメデ
ィエータを介した電子移動による酸化還元
反応が進行するため，血液中の溶存酸素濃度
に依存しにくい酵素バイオセンサの構築が
実現できると考えた．一方，総コレステロー
ルや乳酸測定のためのバイオセンサについ
ても，これら基質に対する各種酸化酵素とフ
ェロセン誘導体を用いて同様に検討した． 
（2）DHP 測定用非標識免疫バイオセンサの
製作：抗-DHP 抗体を用いることにより， 
DHP との抗原抗体反応における電極表面特
性の変化をサイクリックボルタンメトリー
（CV）にて解析し，その電流値の変化から
DHP の定量を試みた．まず，ディスク型金
電極の表面を有機チオールの 3－メルカプト
プロピオン酸（MPA）溶液に浸漬し， MPA
の自己組織化単分子膜（SAM）を形成させた．
次に N-Ethyl-N'-[3-(dimethylamino)propyl] 
-carbodiimide (EDC) と N-Hydroxy- 
succinimide (NHS)を用いて，SAM 末端に抗
-DHP 抗体を固定化した．さらに金電極の導
電性を高めるために，ナフィオン分散溶液に
溶 解 した単 層 カーボ ン ナノチ ュ ー ブ
（SWCNT）を抗体固定化電極の表面に塗布
して固定化した．このように作製した
SWCNT/抗体固定化電極を DHP 含有試料溶
液に浸漬し，抗原抗体反応させた後，フェリ
シアン化カリウム溶液中で CV による酸化ピ
ーク値の電流減少値を測定し，DHP の測定
を試みた．また，CV による SAM の還元脱
離の観察，他種ホルモンを用いた特異性の検
討，各測定条件の最適化等の検討も合わせて
行った．  
（3）免疫磁性ビーズを用いた魚病細菌検出

システムの製作：本研究では HGMS 技術に
着目し，これを免疫学的手法と組み合わせる
ことにより，標的の細菌を特異的に分離濃縮
して検出することを試みた．HGMS とは，磁
場勾配を大きくすることにより磁気力を高
める原理に基づいている．本研究では魚病細
菌 の モ デ ル と し て ， 冷 水 病 細 菌
（Flavobacterium psychrophilum）を用いた．
まず，抗-F.psychrophilum 抗体を作成し，そ
れらを磁性ビーズに固定化することにより
各種免疫磁性ビーズを調製した．そして
HGMS が可能な磁気分離フローシステムを
製作し，これによって得られた菌体濃縮試料
を PCR に供し，高感度検出の可能性につい
て従来法と比べながら検討した． 
 
４．研究成果 
（1）電子メディエータを用いた血液成分測
定用酵素バイオセンサ：魚類のストレスのリ
アルタイム診断を可能にするために，魚体内
に留置できるグルコース測定用バイオセン
サを，微小電極と固定化酵素を用いて製作し
た．本センサは，世界的にみても例のない魚
類のためのワイヤレスバイオセンシングシ
ステムであり，図 1 に示すように魚（ティラ
ピア）を自由に遊泳させた状態で，血中グル
コース濃度の陸上からのリアルタイムモニ
タリングを可能にした． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究代表者が，前回の科研費基盤研究（B）

において開発したグルコースセンサは，グル
コースオキシダーゼが試料中の酸素分子と
の間で生じる酵素反応を利用していたため，
魚の状態によっては体内の溶存酸素量が変
動するとセンサの出力値にも影響を及ぼす
ことが懸念されていた．これに対し，本研究
で製作したグルコースセンサは，電子受容体
としてメディエータを用いるため，体内の溶
存酸素量に影響されにくいセンサシステム
を構築することができた．本システムを用い
て魚を遊泳さながら，グルコースのモニタリ
ングを行った結果を図 2 に示す．縦軸はセン
サ及び従来法（酵素法）で測定したグルコー
ス濃度を示し，横軸は経過時間を示す．矢印
は溶存酸素量を減少させるために窒素ガス
を添加した点を示す．この図から，溶存酸素
量の低下（6.55 → 3.22 ppm）により血中グ
ルコース濃度の上昇が認められる．この現象
は，魚が呼吸困難に陥り，そのストレスが増
加したものと推察される． 
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図 1 ワイヤレスバイオセンシングシステム 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上の結果から，本センサを用いることに

より，魚のストレス応答を体内の溶存酸素の
影響を受けずにリアルタイムで測定できる
ことが明らかとなった[雑誌論文⑦]．また，
血液中の総コレステロールや乳酸の測定に
ついても同様の方法でワイヤレスバイオセ
ンサを製作し，それらのリアルタイムモニタ
リングを可能にした[雑誌論文①，⑨]．さら
に，最近新しい高導電性材料として注目され
ているカーボンナノチューブ（CNT）を用い
ることにより，より高感度なグルコースセン
サの開発にも成功した[雑誌論文⑥]．一方，
センサの耐久性を向上させるために，酵素を
生体適合性材料と共に固定化することによ
り，長時間の測定に適した生体留置型バイオ
センサの製作も試みた．このセンサをヒラメ
の血糖値測定に適用したところ，従来のセン
サに比べて長時間のモニタリングを実現す
ることができた[雑誌論文③]． 
 
（2）DHP 測定用非標識免疫バイオセンサ：
魚類の排卵前の血中 DHP 量は最高で数十か
ら数万 pg ml-1 まで変動するため，広い測定
範囲で DHP のモニタリングが可能なセンサ
の開発が望まれてきた．そこで，前述の CNT
を用いた非標識イムノセンサの開発を試み
た． 
 まず，SWCNT-非標識イムノセンサの電気
化学的評価を行なったところ，SWCNT を用
いないイムノセンサと比較して，大幅な出力
電流値の増加が確認された．また，SWCNT-
イムノセンサの最適使用条件の影響を検討
したところ，pH 6.5，温度 30˚C，反応時間
10 分間における条件で最も高い出力応答を
示すことがわかった．この条件下で DHP 標
準試料を用いた検量線の作成を行ったとこ
ろ，15.6～50,000 pg ml-1 の広い濃度範囲に
おいて良好な直線関係が確認され，CNT を用
いないセンサに比べて DHP の最大測定値を
100 倍向上させることに成功した．また，本
センサを用いて魚類血漿中の DHP の測定を
試みたところ，図 3 に示すように従来法
（ELISA）との間に良好な相関関係が認めら
れた（雑誌論文②）．以上，本イムノセンサ
を用いることにより，従来法のように煩雑な
前処理や洗浄操作を必要とせず，血漿中DHP
濃度を迅速かつ簡便に測定することが可能

となった．将来的には，魚体内に留置可能な
DHPバイオセンサの構築を目標としており，
ここでの知見は今後の DHP センサシステム
構築のための第一ステップと考えている（雑
誌論文④，⑩）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（3）免疫磁性ビーズを用いた魚病細菌検出
システム：図 4 に HGMS と免疫反応を組み
合わせた，アユ冷水病細菌検出のための高勾
配免疫磁気分離（HGIMS）システムの概略
を示す．本システムは，菌体を濃縮するため
の磁性フィルター，抗-F.psychrophilum 抗体
が結合した免疫磁性ビーズ，マイクロチュー
ブポンプ等より構成される．まず免疫反応槽
において，試料中に含まれる冷水病細菌とそ
れに特異的に結合する免疫磁ビーズを反応
させ（A），磁免疫磁性ビーズと特異的に結合
した冷水病細菌はマイクロチューブポンプ
により磁気分離反応器（B）に移送される．
ここで磁性を帯びた冷水病細菌は，リング状
磁石により帯磁されたステンレスフィルタ
ー上の HGIMS 効果（C）によりトラップさ
れる．一方，冷水病以外の細菌や非生物粒子
は磁性フィルターをそのまま通過し，廃液槽
へと送られる．その後，リング状磁石を外し
て磁気を遮断し，バルブを調節して緩衝液を
流すことによりフィルターから脱離した冷
水病細菌を試料槽に集める．試料槽では濃縮
された目的の菌体のみが集積される． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 以上のような手法で菌体試料を濃縮し，こ
れを PCR の試料として F. psychrophilum の
検出を試みたところ，10-1～103 cfu ml-1の範
囲において，使用したプロトコルから予想さ
れるサイズ（346bp）の PCR 産物が認められ
た．すなわち，最小 10-1 cfu ml-1 までの F. 
psychrophilum の高感度検出を実現するこ
とに成功した．また，本法による検出所要時
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図 2 グルコースのリアルタイムモニタリング 

図 3 卵成熟誘起ホルモン（DHP）のモニタリング 
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図 4 高勾配免疫磁気分離システム 
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間は試料の前処理を含めて 3時間半程度であ
った[雑誌論文⑤，⑧]．本システムは，養殖
場や河川等の夾雑物質を含む試料中の菌体
も効率的に濃縮でき，最小 10-1 cfu ml-1 と
いう極めて高感度な検出を可能にしたこと
から，今後，水産分野における魚類の飼育環
境の保全・管理，かつ魚類の罹病の防止に貢
献できるものと考えている．さらに，HGIMS
システムの原理は，抗体の種類を替えること
により，魚病細菌のみならず他の有害細菌の
検出にも応用できる可能性を有しており，今
後の更なる発展が期待される． 
 
 以上本研究は，安心・安全な養殖魚の生産
のために，魚類の新しい健康診断法の確立を
念頭におき，人間ドックの魚版ともいえる
「さかなドッグ」システムを創出することを
目的に研究を遂行してきた．今後，更に魚に
特化した完成度の高いシステムを構築する
には，センサシステムの魚体内への留置方法
の更なる検討，センサ測定値のより安定した
送受信法の確立，他の検査項目における測定
法の確立等が必要と考えられる．これらにつ
いては今後，精力的に新しい研究を展開して
ゆきたいと考えている． 
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