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研究成果の概要（和文）：本研究は，魚類のストレス応答を測定するために，可視光通信技術を用いた新しいバ
イオセンシングシステムを創出することを目的とした．まず，ストレスの一次応答測定のためのコルチゾル測定
用イムノバイオセンサを，抗体，カーボンナノチューブ，金電極等を用いて製作した．次に，ストレスの二次応
答測定および抗病性評価のためのグルコース/コレステロール同時計測用酵素バイオセンサを，酵素，カーボン
ナノチューブ，微小電極等を用いて製作した．さらに，グルコースセンサ，LED型光送信機および受光器より構
成される可視光通信システムを構築し，魚のストレス応答のバイオセンシング試み，そのリアルタイムモニタリ
ングを可能にした．

研究成果の概要（英文）：We developed a novel biosensing system to monitor fish stress using optical 
technology. Biosensors to monitor indicators of fish stress such as cortisol, glucose, and 
cholesterol concentrations were prepared. An immunosensor for determining the cortisol concentration
 was developed using an anti-cortisol antibody, carbon nanotubes, and an Au electrode. An enzyme 
sensor for simultaneous monitoring of glucose and cholesterol concentrations was also prepared using
 immobilized enzyme carbon nanotubes and micro-electrode. We then developed a novel wireless system 
using optical technology utilizing a light-emitting diode as the transmission device, which was 
attached to the body of the fish, and glucose levels of stress indicator were monitored in the fish 
under free-swimming conditions. Successful real-time monitoring of fish stress indicated that the 
new biosensing system worked well and is a promising tool for monitoring fish health.

研究分野：生体機能利用学

キーワード： バイオセンサ　魚類　ストレス　グルコース　コルチゾル　コレステロール　光通信　バイオセンシン
グ
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 近年，養殖魚の健全・安全性が強く求めら
れている背景から，魚の健康状態を定期的に
評価し，異常を早期に察知できるような魚の
ための健康診断が注目されている．魚類の診
断指標としては，血中グルコース，乳酸濃度
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は，
細菌感染症に対する抗病性の低下を示す指
標になることが報告されている．さらに，種
苗生産における排卵時期の予測をはじめ，魚
病の早期発見，診断も重要な診断項目となっ
ている．そこで申請者は，平成 23～25 年度
科研費基盤研究（B）「魚類の健康バイオセン
シング「さかなドック」の創出に関する研究
（代表）」において，これらの検査項目を迅
速簡便に測定可能な各種バイオセンサシス
テムを製作し，人間ドックの魚版ともいえる
「さかなドッグ」の創出を試みてきた． 
 一方，上記研究を遂行する過程において，
これらバイオセンサを大学等の研究機関や
水族館における魚類のストレス応答の基礎
研究に利用したいという要望が学会，講演会
等を通じて国内外から多数寄せられていた．
すなわち，本システムは養殖場ばかりではな
く，実験室規模の小型水槽で行われているよ
うな魚類の研究分野において，その期待が非
常に大きいことがわかってきた．一般に，魚
類におけるストレスの生理学的応答は，コル
チゾルやカテコールアミンなどのホルモン
系の変化よりなる一次応答から始まり，これ
らストレスホルモンの代謝活性化によって
生じる血中グルコース濃度の変化としての
二次応答，生き続けられるかどうかが決まる
までの三次応答に分類される．通常，ストレ
ス応答の研究では，一次及び二次応答におけ
るコルチゾルやグルコースの濃度変化をス
トレスの指標としている．しかしながら，上
記研究で我々が考案してきたストレス測定
用センサは，グルコースをストレス指標とし
ていたため，二次応答の解析は可能であった
が，一次応答の指標であるコルチゾルについ
ては測定システムの構築までには至ってい
ない．ストレス応答の研究において，コルチ
ゾルの測定は必須項目であり，迅速簡便な測
定法の確立が望まれている．また同時に，ス
トレスが要因となって生じる抗病性低下の
指標となる血中の総コレステロール濃度測
定法の確立も重要な要素となっている．一方，
申請者がこれまでに考案したバイオセンサ
は，水中での測定データの伝達手法に電波を
用いて，魚を遊泳させながらのリアルタイム
モニタリングを可能にしてきた．しかしなが
ら電波を用いた場合，淡水中では送受信機が
ある程度の距離を隔てていてもモニタリン
グが可能であったが，海水中では電波が完全
に遮断されてしまうため，海水魚への適用は
極めて困難であった． 
 

２．研究の目的 
 そこで本研究では，魚のストレスにおける
一次及び二次応答を簡単に判別でき，かつコ
ルチゾル，グルコース，コレステロール等の
ストレス指標を定量的にモニタリングでき
る新しいバイオセンシングシステムを構築
することを目的とした．すなわち「魚類のス
トレスの見える化」を念頭において，これま
での科研費補助金による研究成果を基盤と
して，電気化学的測定法，非標識免疫反応，
可視光通信等の技術を新たに導入すること
により，（1）コルチゾル測定用イムノセンサ
システムの開発，（2）グルコース・コレステ
ロール同時計測用バイオセンサシステムの
開発，（3）可視光通信システムを用いた魚類
のストレス応答モニタリングシステムの開
発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，研究代表者である東
京海洋大学海洋資源環境学部の遠藤英明（生
物機能利用学，電子化学）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海
洋工学部の大貫等（有機薄膜工学）が，可視
光通信システムの設計・製作は(公財)函館地
域産業振興財団の村田政隆（計測システム
学），モニタリングシステムとしてのストレ
ス応答値の検証については (国研 )水産研
究・教育機構の吉浦康寿（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（抗体，酵素等）
を用いることにより，魚類の血液成分（グル
コース，総コレステロール）やコルチゾルの
測定が可能な各種バイオセンサを製作し，可
視光通信技術を用いた魚類のストレス応答
測定のためのバイオセンシングシステムを
創出した．コルチゾルの測定には生体触媒と
して抗体を利用し，グルコース，コレステロ
ール等の血液成分測定には酵素を用いた． 
（1）コルチゾル測定用イムノセンサシステ
ムの製作：本研究では，抗-コルチゾル抗体を
用いることにより，コルチゾルとの抗原抗体
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コルチゾルの定量を
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 EDC
と NHS を用いて，SAM 末端に抗-コルチゾ
ル抗体を固定化した．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
化電極をコルチゾル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による酸化ピーク電流値の
減少量を測定することにより，コルチゾルの
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． 
（2）グルコース・コレステロール同時計測
用バイオセンサシステムの製作：総コレステ
ロール測定用バイオセンサの製作には，電子
メディエータとなるフェロセン誘導体をコ
レステロールエステラーゼ（Cest）及びコレ
ステロールオキシダーゼ（Cox）を MPC 等
の生体適合性材料と共に固定化することに
より，試料中の酸素量に影響されない新しい
バイオセンサの構築を試みた．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
後メディエータと両酵素を固定化した．これ
により，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
いコレステロール測定用バイオセンサの構
築が実現できると考えた．次に，本センサ及
び先行研究によって開発されたグルコース
測定用バイオセンサを用いることにより，図
1 に示すようなワイヤレスモニタリングシス
テムを構築した．本システムはコレステロー
ルセンサに加え，グルコースオキシダーゼ
（GOx）を用いたグルコースセンサ，電波式
ワイヤレスポテンシオスタット，電波受信器，
PC 等より構成される．各センサを魚のセン
サを眼球粘膜内部の間質液（EISF）中に挿
入・留置し，魚を自由に遊泳させた状態で，
両基質濃度の陸上からのリアルタイムモニ
タリングを試みた．  

 
 
（3）可視光通信システムを用いた魚類のス
トレス応答モニタリングシステムの製作：本
システムは，バイオセンサの出力電流値を
デジタル化して発光ダイオード（LED）に

より情報を送信することで魚の体内グルコ
ース濃度を測定する原理に基づいている．
光通信では光源となる LED 型光送信器と
広角レンズより成る受光器との光軸が一致
することにより通信可能となるため， 
LED の装着角度によって通信状態が変化
する．そこでまず，魚体における LED の
装着部位および受光器の設置位置の最適条
件を検討した．次に，バイオセンサを魚体
に挿入し，魚を自由に遊泳させた状態で環
境変化に伴うストレス因子を魚体に負荷し
て，そのストレス応答のリアルタイムモニ
タリングを試みた． 
 
４．研究成果 
（1）コルチゾル測定用イムノセンサシステ
ム：SWCNTを固定化した非標識イムノセン
サをコルチゾルが含まれる試料溶液に浸漬
し，サイクリックボルタンメトリーで解析す
ることによりコルチゾルの定量を試みた．そ
の結果，コルチゾル濃度が 156～10,000 pg 
ml-1の範囲において，センサの電流減少値と
の間に良い相関関係（R=0.965）が認められ
た．この現象は，抗原と抗体が複合体を形成
することによって，レドックスプローブ（フ
ェリシアン化カリウム）とセンサ表面の間に
ある電気二重層の幅が増加し，酸化還元反応
で生成した電子の移動を阻害したためと考
えられる．また，この時のセンサの酸化ピー
ク電流値は，SWCNTを固定化していないイ
ムノセンサのそれと比較して大幅な上昇（約
24倍）が認められ，SWCNTの顕著な有効性
が明らかとなった．1 検体の分析所要時間は
約 15 分で可能であり，極めて迅速な測定を
可能にした．一方，魚類の血中に存在する各
種ステロイドホルモンを用いてイムノセン
サの特異性を検討したところ，本センサはコ
ルチゾル以外のホルモンには応答しないこ
とが確認できた．さらに，本システムを用い
て試験魚（ティラピア）の血漿コルチゾル濃
度の測定を行い，従来法（ELISA）の測定結
果と比較検討したところ，両測定値との間に
は良い相関性（R=0.999）が認められた（図
2）． 

 
 

図 1 グルコース・コレステロール同時計測システム 

図 2 コルチゾルセンサと ELISA による測定値の相関 



 以上の結果から，SWCNTを固定化するこ
とによりセンサの感度が向上し，試験魚の血
漿試料を用いた測定においては，従来法のよ
うな前処理及び洗浄操作等の煩雑な必要と
せず，血中コルチゾル濃度を迅速かつ簡便に
測定できることが明らかとなった〔雑誌論文
⑥⑧⑩〕． 
 また，将来的に本センサを魚体に留置する
ことを想定して，次世代のコルチゾル測定用
センサシステムの開発を試みた．すなわち，
電極表面上に抗-コルチゾル抗体と共に酵素
（GOx）を固定化することによって，細胞へ
の毒性が極めて低い新しいイムノセンサを
試作した〔雑誌論文④〕． さらに，コルチゾ
ルの連続測定を可能にするために，イムノセ
ンサの迅速交換が可能なフローチェンジャ
ーシステムを設計・製作し，コルチゾル濃度
を連続的に測定できるシステムの基礎的開
発も併せて試みた．本システムを用いてコル
チゾルを連続的に測定した結果，0～40 ng 
ml-1 の濃度範囲でその定量が可能であった．
また，製作したチェンジャーにおけるバイオ
センサの交換は数秒で可能であり，迅速・簡
便な測定を実現できた〔雑誌論文②〕． 
（2）グルコース・コレステロール同時計測
用バイオセンサシステム：まず，電子メディ
エータを用いてコレステロール測定用バイ
オセンサを作製した結果，コレステロール濃
度とセンサの出力電流値との間には良い相
関性が認められた．また，試料中の溶存酸素
量を変化させて測定を試みたところ，酸素濃
度に影響されないセンサを構築することが
できた〔雑誌論文⑬〕．次に，コルチゾル測
定用センサと同様に，前述の SWCNTを用い
ることによりセンサの改良を試みたところ，
より高感度なコレステロール測定用センサ
を構築することができた〔雑誌論文⑨〕． 
 さらに，本バイオセンサとグルコース測定
用バイオセンサを用いて，グルコースとコレ
ステロール濃度の同時モニタリングを試み
た．本研究では，センサの耐久性を向上させ
るために，酵素を MPC 等の生体適合性材料
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システム
を製作した．本システムを用いて，魚を遊泳
させた状態で，グルコース及びコレステロー
ルのモニタリングを試みたところ，時間経過
に伴うセンサ出力の変動が認められ，約７日
間に渡ってその測定が可能であった．この変
動は，従来法によって得られた測定値との間
に良い相関関係を示した．したがって，本シ
ステムを用いることにより，魚を自由に遊泳
させた状態で，グルコース及びコレステロー
ルの同時計測が可能であることが明らかと
なった〔雑誌論文①〕． 
（3）可視光通信システムを用いた魚類のス
トレス応答モニタリングシステム：上記研究
で作製したバイオセンサを魚体に挿入し，こ
れに可視光通信システムを接続することに
より，ストレス応答のモニタリングを試みた．

まず，バイオセンサに接続された LED 型光送
信器を魚の頭部に装着し，受光器を水槽上部
に設置して光通信測定を行った（図 3）．その
結果，淡水および海水中において測定データ
の 94％以上が伝達可能であることが確認で
き，この装着方法がリアルタイムモニタリン
グに適していることがわかった． 

 
 
 次に，魚（ティラピア）に行動生理学的要
因等のストレス因子を負荷することにより，
魚の血中グルコース濃度を指標としたスト
レス応答モニタリングを試みた．ティラピア
の雄魚は縄張りをつくり，同種の雄に対して
威嚇行動をとることが知られている．そこで
本システムを用いて，魚類のストレス応答と
個体間の威嚇行動との関係を調べた．結果を
図 4に示す．この図は，小型個体のティラピ
アが遊泳する水槽に，それよりも大型の個体
を投入した時の小型個体のストレス応答を
モニタリングした結果である．矢印の時点で
大型個体を投入後，小型個体のストレス応用
は徐々に増加する様子が認められる．したが
って本光通信システムを用いることにより，
魚類のストレス応答をリアルタイムにモニ
タリングできることが明らかとなった〔雑誌
論文③〕． 

 
 
 さらに，魚が受けているストレス応答の大
小を LED の点滅色の変化により，目視で簡単
に判別できるシステムを試作した．その結果，
「ストレスの見える化」についての開発基盤

図 3 光通信技術を用いたストレス応答測定システム 

図 4 ストレス応答測のリアルタイムモニタリング 



を築くことができた〔学会発表⑫〕． 
 以上本研究は，魚のストレス応答の迅速簡
便な測定の確立を目的に，各種バイオセンサ
と可視光通信システムを用いて「ストレスの
見える化」を念頭に研究を遂行してきた．今
後，更に完成度の高いシステムを構築するに
は，コルチゾルセンサの魚体内留置の検討，
LED可視化システムの製作，センサコントロ
ールのために双方向通信システムの開発な
どが必要であると考えられる．今後，これら
項目については，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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