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研究成果の概要（和文）：本研究ではニホンウナギ仔魚期の嗅覚受容特性を明らかにするとともに、嗅覚刺激に
より索餌行動を惹起できる可能性について検討を行なった。本研究でニホンウナギ仔魚の嗅覚細胞の応答につい
てリン酸化ERK免疫組織化学により検出可能となり、仔魚の嗅覚受容特性を検討できるようになった。また微小
照明条件下での動画取得系を構築することで天然照度条件と同様の環境での仔魚の行動観察が可能となった。嗅
覚刺激による仔魚の積極的な索餌行動の惹起手法については今後も更なる検討を要するが、ニホンウナギ仔魚の
飼料開発ならびに生態の解明に資する基礎的解析手法を構築できた。

研究成果の概要（英文）：We aimed to clarify the olfaction characteristics of artificial Japanese eel
 larvae to assess the possibility of improvement of feeding techniques for eel larvae by stimulating
 olfactory system. To know the olfaction characteristics of eel larvae, several methods to detect 
the response of olfactory cells were examined in this study, and whole-mount immunohistochemistry of
 phosphorylated-ERK can be applicable to detect the chemo-reception of the sensory cells in the 
olfactory epithelia of eel larvae. Newly-developed video acquisition system with infra-red 
illumination enables us to assess the feeding activities of eel larva under very low visible light 
conditions as its natural habitat. Further investigation is needed to assess the contribution of 
olfaction in the feeding activity of Japanese eel larvae; however, useful techniques for the 
research on eel larvae were established in this study. 

研究分野： 水圏生物科学

キーワード： 種苗生産　飼料　嗅覚
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１．研究開始当初の背景 
 本研究開始時点においてニホンウナギの
完全養殖技術は実験室レベルでは成功して
いた。仔魚養成用飼料には商業レベルまでの
規模拡大に向けて多くの問題点を抱えてい
たが、その状況は現時点においても変わらな
い。天然環境ではニホンウナギ仔魚は海水中
の有機懸濁物(マリンスノー)を利用してい
ることが示唆されているが、その栄養価は人
工飼料と比較して低い。しかしニホンウナギ
仔魚は天然環境の方が高成長であることが
強く示唆されている。つまり天然環境におい
てニホンウナギ仔魚は積極的に摂餌し、多く
の餌料を体内に取り込んでいると考えられ
た。しかし養殖ニホンウナギ仔魚は少なくと
も通常照明条件下では積極的な索餌行動を
見せない。索餌行動には嗅覚等の外部化学感
覚が重要であることが考えられ、このような
感覚は栄養取込における一次スクリーニン
グ、つまり有用物質を取込み、有害成分を排
除する上でも重要である。しかしウナギ仔魚
において嗅覚がどのような特性を持つか、そ
もそも養殖仔魚においてこれらの化学感覚
が機能的であるかといった基本的な情報で
すら、未だ全く不明であった。このような状
況下では新規餌料開発は総当たり的戦略に
依らざるを得ず、先行きは不透明である。喫
緊の課題であるニホンウナギ仔魚用飼料お
よび飼育法の確立には、これまでの戦略に加
えて、生物自体が持つ生理学的特性といった
基礎的知見を基に技術開発を行うことが有
効であると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 本研究ではニホンウナギ仔魚を用いて魚
類における簡便な嗅覚反応検出系を構築し、
ニホンウナギ仔魚の嗅覚特性について検討
することを大きな目的とした。また外環境の
化合物組成が嗅覚特性に与える後天的影響
についても検討を行い、ニホンウナギ仔魚の
嗅覚特性改変技術の開発を目指した。さらに
行動解析系も構築し、各種物質に対する指向
性遊泳も検証し、ニホンウナギ仔魚での積極
的索餌行動の誘起技術「嗅覚餌付け」の有効
性についても検証することとした。 
 
３．研究の方法 
 ニホンウナギ仔魚期の嗅覚特性を明らか
にするため、まず嗅覚細胞の反応検出系の構
築を行なった。神経細胞の活動マーカーであ
る c-fos発現の検出、嗅覚細胞の興奮検出に
用いられている実績のあるリン酸化 ERK 
(pERK) の 検 出 を 、 そ れ ぞ れ in situ 
hybridization 法と免疫組織化学によって行
なった。これらに加えてカルシウムイメージ
ングによるリアルタイム反応検出系につい
ても検討を行なった。また索餌行動の検討に
は行動解析が必須となることから、その実験
系についても構築した。ウナギ仔魚は透明な
魚体を持ち、通常光量下では強い負の走光性

を示すことから、微小照明条件下での動画取
得系を構築した。上記実験系の検討完了後、
嗅覚細胞反応検出系を用いてニホンウナギ
初期仔魚における嗅覚特性について検討を
行なった。さらにニホンウナギ仔魚の嗅覚特
性の後天的変化について、嗅上皮を刺激する
ことが示唆された各種成分を含む環境水中
で初期仔魚を飼育した後に当該成分に対す
る行動を観察することを試行した。 
 
４．研究成果 
(1)ニホンウナギ仔魚の嗅覚反応検出系 
 他生物種での知見を基に、ニホンウナギ仔
魚における嗅覚受容細胞の興奮を検出する
マーカーとして利用可能な遺伝子およびタ
ンパクとして c-fos および pERK を選定し、
その検出手法を確立した。まず c-fosについ
て蛍光 in situ hybridization 法にて最適な
検出条件を決定した。他魚種における先行研
究より c-fosは刺激受容後しばらくして発現
レベルが最大化することが知られており、ニ
ホンウナギ仔魚では刺激後 30 分程度が検出
に最適であることも併せて示された。単一の
検出手法のみでは擬陽性または偽陰性を判
断できないことから pERK の免疫組織化学的
検出もついて市販抗体を用いて検討を行な
った。その結果 pERK についても c-fos と同
様の染色パターンが得られ、嗅覚細胞の興奮
マーカーとして使用可能であることが示唆
された。しかし ERK のリン酸化は c-fosの発
現上昇よりも応答が早く、さらにリン酸化状
態を保持するためにザンボニ液を固定液と
して用いる必要があったことから c-fos と
pERK の同時的検出は困難であった。検出作業
は pERK の方が簡便であることから、本研究
では主に pERK を指標として嗅覚細胞の感覚
受容について検討した。カルシウムイメージ
ングによるリアルタイム反応検出系につい
ても検討を行なったが、カルシウム蛍光試薬
の均一な嗅上皮細胞内への導入が困難であ
ることが示された。 

 
(2)ニホンウナギ仔魚の行動観察系の確立 
前述の通りニホンウナギ仔魚は透明で、通

常照明条件では負の走光性を示すことから、
適切な行動観察を行なうためにはまず仔魚
の行動観察に適した照度条件と、それに合わ
せた動画取得システムの構築が求められる。

図 1. 30 日齢ニホンウナギ仔魚嗅上皮(仔魚
抽出物曝露個体)での pERK 免疫組織化学  



まず多くの魚類が感知できないと考えられ
る赤外線(940 nm)に対する仔魚の応答を検討
したところ、顕著な走性を示さないことが明
らかとなり、撮影用照明として適しているこ
とが示された。行動観察用水槽についても試
作を行ない、底面に黒色アクリル板を用いた
奥行き 3 cm の薄型アクリル水槽が仔魚の行
動観察に有効であった。赤外線照明の照射方
向を最適化することによって透明な魚体を
有するウナギ仔魚でもコントラストの高い
映像を取得可能となった。なお動画の取得に
ついては解像度も勘案して民生品ビデオカ
メラの赤外線撮影モードを使用した。また無
線による遠隔カメラ操作を行い、観察水槽を
設置した暗室内に入室せずに長時間の動画
取得を行なった。本研究ではここまでに構築
された赤外線照明によるニホンウナギ仔魚
の行動観察系を用いた。 

まず可視光暗黒下でのニホンウナギ仔魚
の行動を観察したところ、上方への遊泳が顕
著に誘発された。このことは完全暗黒がニホ
ンウナギ仔魚に対する光条件としては不適
であることを示唆しており、わずかながら可
視光が存在する条件を構築する必要が生じ
た。そこで LED 調光装置と減光フィルターを
用いた微小照明システムを構築した。これに
より天然照度条件と同様の環境での仔魚の
行動観察が可能となった。これを用いて行動
観察を実施したところ、特定の照明範囲を境
に仔魚の鉛直方向の遊泳パターンが変化す
ることが示され、その範囲を仔魚の至おいて
仔魚の飼料に対する遊泳行動を観察したと
ころ、現状で用いている飼料に対して指向性
を示す遊泳行動は見られなかった。このこと
から、現に活発に摂餌する飼料であっても、
人工種苗はそれを探索する行動をとらない
ことが明確に示された。 
 
(3)ウナギ仔魚の嗅覚応答特性と嗅覚餌付け
手法の試行 
 前述の c-fos および pERK の検出を用いて
嗅上皮の応答細胞の観察を行なった結果、ニ
ホンウナギ仔魚嗅覚はアラニン、プロリン、
グリシン等の低分子アミノ酸類に対して比
較的低い感受性を示すことが示唆された。ま
た、ニホンウナギ仔魚抽出物を含む環境水に

曝露したところ、嗅上皮に応答したとみられ
る細胞が確認され、嗅覚により同種を認識す
るシステムの存在が考えられた。加えてこれ
までニホンウナギ仔魚用飼料原料として重
要な成分として用いられているアブラツノ
ザメ卵抽出物について検討を行なった結果、
嗅上皮に反応を示した細胞が見られ、何らか
の応答をサメ卵抽出物が誘起する可能性が
示唆された。しかし、現状の飼料に対しては
嗅覚と関連するような指向性遊泳を示さな
いことから、嗅覚情報として受容こそされて
いるものの、索餌行動の誘発には結びついて
いないことが考えられる。また曝露物質の違
いによる嗅上皮での反応細胞の偏在は現在
までのところ確認されず、嗅上皮反応とその
受容情報の意味付けとの関連については今
後更なる検討を要する。 
孵化後直ちに嗅覚刺激物質に曝露する嗅

覚餌付け手法についての検討をサメ卵抽出
物を用いて行なったところ、生物濾過を介さ
ない閉鎖飼育システム条件では仔魚に付着
している微生物に起因すると考えられる水
質悪化が発生し、これは試料添加によりさら
に顕著となり、飼育試験中の生残率が著しく
低下した。換水頻度を上げても状況の改善は
見られなかった。抗生物質の添加により生残
率は改善したが、抗生物質自体が忌避反応を
誘発することが示唆された。本手法を詳細に
検討するためには嗅覚反応検出系を指標と
して試料中の活性物質についてあらかじめ
単離・精製し、添加量を極力抑える必要があ
ると考えられる。同時に微生物の増殖を限り
なく抑えることができる飼育実験システム
の構築も必要と考えられる。 
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