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研究成果の概要（和文）：魚類の視覚によるストレス負荷モデルの作成を行った．次いで，ストレスがエネルギー代謝
に及ぼす影響を調べるために，組織中のタンパク質分解物をNanoLC-MS/MSを用いた定量的かつ網羅的に解析する定量的
プロテオフラグメントーム解析手法を確立した．魚類筋組織ではタンパク質分解が定常的に起こっていること，絶食モ
デルでその分解が増大することが明らかとなった．過密ストレスおよび低温ストレスでは，魚種によって免疫系への影
響が異なることなどが明らかにがった．次世代シークエンサーを用いた網羅的遺伝子発現解析によって，マダイの炎症
・免疫応答系遺伝子を同定した．γオリザノールにストレス緩和作用を確認した．

研究成果の概要（英文）：Evaluation methods of fish stress responses via central nervous system including 
visual stress, overcrowding stress, etc. were developed. Proteofragmentome analysis using NanoLC-MS/MS 
developed in this research suggested that proteolyses related to autophagy, proteasome system, and 
apoptosis occur in normal fish muscle tissue, and that the proteolyses are upregulated by the stresses. 
Immunological responses against the stresses were partly different among fish species. gamma Oryzanol is 
a stress-suppressor.

研究分野： 水産化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 遺伝子マーカーによる耐病形質の抽出や
ワクチンの開発によって魚病対策が進んで
いる中，魚類養殖のさらなる効率向上には稚
仔魚の生残率を極限まで高めること，漁獲時
の品質低下をぎりぎりまで抑えるような技
術革新が強く望まれている．たとえば，魚類
養殖対象種として重要性が急速に高まって
いるクロマグロの人工種苗の場合，輸送中，
輸送後や生簀の沖出しなどの末梢組織の活
動に影響を及ぼすだけではなく中枢神経を
介したストレス因子の入力によって極端な
逃避行動を引き起こし，1 日に数千の種苗が
死ぬ現象が頻繁に観察される．また，養殖魚
の収穫時のパニックによる筋肉傷害が肉質
を著しく低下させることも大きな問題とな
っている．これまでの魚類養殖では，個体レ
ベルの外的中枢神経ストレス（以下，中枢ス
トレス）因子についてはほとんど配慮される
ことがなかった．哺乳類である我々と同様に，
魚類にとっても輸送，個体密度，水のにおい，
光，波，餌などの外的環境変化が魚類の中枢
神経系に与える影響は非常に大きなもので
あり，これらに対する生物学的応答，すなわ
ち恐怖などが極端な逃避行動を惹起して衝
突死を引き起こしたり，免疫力の低下や代謝
制御系の異常を引き起こすことは，稚仔魚の
生残率および収穫時の肉質を低下せしめ，結
果的に養殖の効率を著しく低下させてきた
ものと考えられる．また，致死後の魚体でも，
死後数時間にわたって，神経や筋肉などの生
命活動が一部維持されており，その際の取り
扱いは中枢神経から末梢神経を介したスト
レス応答を引き起こすため，肉質や肉色の悪
化，ひいては商品価値の低下につながると考
えられる．一方，食用家畜においてその心身
の安静化・平常化を重視したアニマルウェル
フェアの概念が欧米各国を中心に常識化し
つつあり，水産物でもロブスターの致死法，
サーモンの脱血方法に対する強い指導や法
令規制などが実施されつつあり，天然魚では
あるが，フカヒレを目的としたサメの捕獲流
通禁止は一部同様の観点からの規制である．
このような状況の下で，欧米諸国に対して我
が国の水産業が積極的に展開するために，水
産業にもアニマルウェルフェアの観点をで
きる限り早く浸透させるべく，準備を進める
必要がある．そのためには，魚類においても
中枢ストレスが個体の生命活動に及ぼす影
響についての基礎情報の蓄積が急務であっ
た．このような背景のもと，我々はこれまで，
γオリザノールやγアミノ酪酸などの米副
産物成分の経口投与によって物理的拘束に
よるマウスの中枢ストレスに対する生物応
答が著しく改善される(1)ことを見出した．ま
た，魚類では同成分の吸収蓄積が哺乳類に比
べて著しく高い(2)こと，同成分の投与によっ 
てニジマス，ブリ，マダイ，クロマグロの飼
料効率が改善される(2,3)ことも見出してお
り，後者の一因として中枢ストレスの緩和が

関与するものと考えられていた． 
 
２．研究の目的 
 本研究では研究期間内に，（１）魚類にお
ける中枢ストレス因子に対する生物応答機
構を遺伝子レベル，タンパク質レベル，情報
伝達系レベルで明らかにするとともに（２）
米副産物成分による中枢ストレス緩和機構
を明らかにすることを目標とした． 
 
３．研究の方法 
 ゼブラフィッシュおよびミドリフグなど
を用いた外的中枢神経ストレス因子に対す
る生物応答モデル系を構築した．対象魚とレ
ッドテールブラックシャークなどの魚類（敵
対魚）を混飼し，その際の逃避行動をビデオ
で記録し，ImageJ にて画像解析を行って行
動パターンを数値化・解析した． 
画像パターンによる視覚を介したストレ

スについても検討を加えた．ゼブラフィッシ
ュおよびミドリフグにさらに，様々な画像パ
ターンを提示し，遊泳行動の差異を上述した
ビデオシステムで解析した． 
LC-MS/MS を用いたペプチドーム解析によ

って臓器中のペプチド断片を解析すること
によって，分解ターゲットタンパク質を同定
し，さらに分解に寄与したプロテアーゼの推
定を行うことが可能となった（プロテオフラ
グメントーム解析）． 
ストレス強度を評価するために，血中のコ

ルチゾルやエピネフリンなどストレスマー
カーホルモンレベルを ELISA キットなどに
て測定した． 
魚類代謝制御系や免疫制御系に関わる因

子群の mRNA 発現量やタンパク質発現量およ
びリン酸化レベルを，リアルタイム PCR ある
いは特異的抗体を用いたウェスタンブロッ
ティングおよび蛍光抗体組織化学検出法に
よって評価した． 
次世代シークエンサーを用いて，常法によ

って得られた全 mRNA につき，トランスクリ
プトーム解析を行った． 
LC-MS/MS を用いてタンパク質分解物を網

羅的に解析した． 
 

４．研究成果 
ゼブラフィッシュおよびミドリフグなど

を用いた外的中枢神経ストレス因子に対す
る生物応答モデル系を構築した．ゼブラフィ
ッシュとレッドテールブラックシャークを
混飼すると，レッドテールブラックシャーク
による威嚇行動が頻発し，ゼブラフィッシュ
は逃避および物陰に隠れる行動を起こした．
その際の逃避行動をビデオで記録し，ImageJ 
にて画像解析を行って行動パターンを数値
化・解析したところ，初期ではゼブラフィッ
シュの運動が盛んであったが，1 日程度経過
すると運動量が著しく低下し，特定の場所に
静止することが多くなった．1 週間の混飼の
前後でゼブラフィッシュ筋肉のペプチドー



ム解析を行ったところ，オートファジー系，
ユビキチン・プロテアソーム系，アポトーシ
ス系などのタンパク質分解系が同時に作動
しているものと推定された．分解ターゲット
タンパク質として，筋原線維タンパク質のほ
か，パルブアルブミンや解糖系タンパク質な
どの筋形質タンパク質が多く分解されてい
た． 
画像パターンによる視覚を介したストレ

スについても検討を加えた．ゼブラフィッシ
ュおよびミドリフグにさらに，様々な画像パ
ターンを提示し，遊泳行動の差異を上述した
ビデオシステムで解析した．ゼブラフィッシ
ュの場合はある一定の間隔を持った横じま
に，ミドリフグの場合は斑点に対して忌避行
動を示し，80%以上の時間をパターンから離
れた位置に逃避することが明らかとなった． 
ストレス強度を評価するために，血中のコ

ルチゾルやエピネフリンなどストレスマー
カーホルモンレベルを ELISA キットなどに
て測定した． 
次世代シークエンサーを用いた網羅的遺

伝子発現解析によって，マダイの炎症・免疫
応答系遺伝子を同定した．多くはニジマスな
どで知られる遺伝子と重複しており，本魚種
は中枢ストレスに対する海産魚モデルとし
て有用であると考えられた．また，血中コル
チゾルと同様にストレスの有効な指標であ
る血糖値について，NMR 法を応用した簡便な
測定法をゼブラフィッシュモデルで確立し
た． 
魚類の生体防御機構に及ぼすストレスの

影響および作用機序を解明するため，飼育密
度ストレスおよび飼育水温ストレスに着目
し解析を行った．トラフグ Takifugu rubripes
およびヒラメ Paralichthys olivaceus を低
密度および高密度で飼育し，ストレスおよび
免疫関連遺伝子群について定量PCR法による
遺伝子発現解析を行った．いずれの魚種も高
密度で飼育した区の脳で熱ショックタンパ
ク質遺伝子の mRNA 量が高くなった。トラフ
グでは、高密度飼育区の個体の脾臓における
CD4，CD8，IgM および TGF-β遺伝子の mRNA
量が低くなった．一方，ヒラメでは，免疫関
連遺伝子群のmRNA量に差はみられなかった．
これらのことから，飼育密度の免疫へ及ぼす
影響は魚種によって異なることが考えられ
た．さらに，ヒラメを用いて免疫関連遺伝子
群の発現動態に及ぼす水温の影響を解析し
た．15 および 22 °C で飼育した個体に魚病
細菌のホルマリン不活化菌体を投与し，マイ
クロアレイ法を用いて脾臓における網羅的
な遺伝子発現解析を行った．いずれの温度に
おいても，炎症応答に関わる遺伝子群の発現
応答がみられたが，15°C で飼育した区にお
いていくつかのインターフェロン（IFN）γ
応答遺伝子の発現誘導がみられなかった．し
たがって，飼育水温の低下は IFNγの情報伝
達に影響を及ぼすことが示された． 
すでに中枢ストレス緩和作用が確認され

ているγオリザノールを投与したゼブラフ
ィッシュを 2週間飼育し，その後空気暴露に
よりストレスを負荷した．ストレス指標とし
てコルチゾール量を測定したところ，ストレ
ス区でコルチゾール量の増加がみられた．有
意差はなかったものの，オリザノール給餌し
たストレス区では，通常飼料給餌を行ったス
トレス区よりコルチゾール量に減少傾向が
みられた．オリザノール給餌は短期ストレス
に対する緩和作用がある可能性を示唆した．
また，オリザノールを投与したニジマスを 3
カ月飼育し，慢性的な飼育密度ストレスを負
荷した．サンプリングしたニジマス魚肉を
4℃に設定したインキュベーター内で 4 日間
貯蔵し、γオリザノールによるストレス緩和
やそれに伴う肉質への影響を検証した。生残
率に有意な差は見られなかったものの，オリ
ザノール飼料投与区ではコントロール区お
よびストレス区ともに飼料効率の改善がみ
られた．ストレス指標としてコルチゾール量
を測定したところ，ストレス区でコルチゾー
ル量の有意な減少が見られた．これは通常飼
料投与区，オリザノール投与区でも同様であ
った．慢性ストレスは魚類において HPA 系の
制御機構に影響を及ぼすことが示唆された．
また，筋肉中グリコーゲン含量もストレス区
で有意に低下したが，オリザノール投与した
ストレス区の方が通常飼料を投与したスト
レス区よりグリコーゲン含量が高い傾向が
みられた．さらに，通常飼料を与えたストレ
ス区よりオリザノールを投与したストレス
区で，貯蔵中における筋肉 pH の低下が緩や
かな傾向が得られた．一方，テクスチャー解
析では貯蔵開始時に通常飼料を与えたスト
レス区で，通常飼料コントロール区，および
オリザノール投与したコントロールおよび
ストレス区に比べて有意にかたさの値が低
下した．さらに，貯蔵に伴ってどの区におい
てもかたさが低下したが，貯蔵 4日目では通
常餌を投与したストレス区に比べ，オリザノ
ール飼料を投与したストレス区ではかたさ
の値が有意に低い結果となった．このことよ
り，ストレスによる軟化をオリザノール給餌
により防げる可能性が示唆された． 
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