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研究成果の概要（和文）：魚類のためのストレス応答測定用バイオセンサを用いて，魚にとって有益なストレス
（ユーストレス）と有害なストレス（ディストレス）の関連性を解明することを目的とした．まず，本目的に適
したバイオセンサを作製した．次に，供試魚（ナイルティラピア）を異なった波長の光（白，青，赤，緑）で飼
育し，それらのストレスからの回復履歴を観察したところ，緑色の波長がその回復に効果がある傾向があった．
また，水槽内面壁の色（青，赤，緑）を変化させ，同様に回復履歴を観察したところ，赤色で飼育した個体にや
や効果が認められた．これらの結果が魚のユーストレスに結びつく可能性も示唆されたが，各個体における応答
差も確認された．

研究成果の概要（英文）：We aimed to clarify the relationship between beneficial stress (eustress) 
and harmful stress (distress) in fish using a biosensor system to evaluate the stress response. We 
first developed a biosensor system suitable for our purposes. Next, the test fish (Nile tilapia) 
were bred with lights of different wavelengths (white, blue, red, or green), and recovery from 
stress was monitored over time. Breeding under green wavelengths tended to be most effective for 
recovery. Also, we examined the effect of the color of the inner wall of the fish tank (blue, red, 
or green) on recovery from stress. The pattern of recovery was also monitored which similar to that 
under different wavelengths. The red inner wall showed relatively effective for recovery from stress
 in the test fish compared to the rest color. These findings may be associated with eustress, but 
differences in the response among individuals were also observed.

研究分野：生物機能利用学

キーワード： バイオセンサ　魚類　ストレス　ユーストレス　ディストレス　グルコース
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では，これまで未知のテーマであった魚類におけるユーストレス／ディストレスの存在について，バイオ
センサを用いることによりその解明を試みた．この手法の特色は，従来のバイオロギングや採血を伴う測定法で
は解明することが困難であった「魚を泳がせながらストレス応答をリアルタイムにモニタリングできる」という
点である．本研究の遂行により，魚類のユーストレスの存在に関する学術的解明においての手がかりが得られた
ものと考えている．これらの成果は，魚類行動学，魚類生理学，水産化学，比較生理生化学等の分野に対して，
横断的発展のための新知見を提供できる可能性があり，その意義は極めて大きいと考えている．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 臨床医学分野におけるヒトのストレスは，これまで精神的疲労の原因として定義づけられて
きたが，近年になって身体にポジティブなストレス，すなわちユーストレスの存在があること
が注目されている．一般に，ヒトにおいては負荷されたストレスを自身の心の中で，プラスの
方向にもマイナスの方向にもとることができ，ストレッサーに対する反応をポジティブに捉え
ると有益なユーストレスとなり，ネガティブに捉えると有害なディストレスとなるといわれて
いる．また最近では，ラットなどの動物において，ユーストレスの存在とその効果に関する報
告がされている．一方，魚類においてはこのような研究例は皆無であり，そもそも魚に感情や
痛みがあるのかということ自体，またその定義も含めて未だに明確な結論が得られていないの
が現状である． 
 一方，我々は，魚を捕獲することなく自由に遊泳させた状態で，魚のストレス応答の指標と
なる血中グルコースの濃度変化をリアルタイムにモニタリングできるバイオセンサシステムを
開発してきた．このシステムは， 魚体内に留置可能な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構築し，魚を自由に遊泳させた状態で血中グルコース濃度を陸上か
らリアルタイムにモニタリングできる．バイオセンサは，白金-イリジウム線と銀塩化銀ペース
トから構成される微小電極をベースとし，電極検出部には分子識別素子として酵素[グルコース
オキシダーゼ（GOx）］が固定化されている．この GOxと基質となるグルコースが酵素反応し
た際に生じる過酸化水素濃度の変化量を信号変換素子となる電極にて測定することにより，グ
ルコース濃度を求めることができる． 
 そこで本システムを用いることにより，各種ストレッサーに起因する「魚の真のストレス応
答」をモニタリングし，得られた結果と魚の評価指標を解析することにより，魚にとって「良
い意味での環境ストレス」を明らかにすることができないかと考えた．これまで魚類に各種ス
トレスを負荷し，その成長に及ぼす影響について調べた研究は散見された．しかしながら従来
の研究では，ストレス応答を測定する際に魚の捕獲，採血と血漿分離，そして吸光度分析法に
よる成分の測定など煩雑な操作と時間を必要としていた．水中を生活の場としている魚類にと
って，網で捕獲され，空気中に暴露されながら採血されることは既に多くのストレスを受けた
状態といえ，加えて実験者のサンプリングのテクニックもストレスの指標物質の分析に影響を
与える．このため得られた応答値が，実験目的のために負荷されたストレスのみに由来する値
とは言い難かった．一方，我々が開発してきたバイオセンサは，魚体内に留置可能なシステム
であり，魚を遊泳させた状態で血中グルコース濃度をリアルタイムモニタリングできる．した
がって，そのストレス応答を測定すれば，ストレッサーから生じる真のストレス応答を知るこ
とができ，「魚類にとってのユーストレス／ディストレスの解明」の手がかりが得られると考え
た． 
 
 
２．研究の目的 
 本研究は，これまで未知のテーマであった魚類におけるユーストレス／ディストレスの存在
の解明を試ることを目的とした．すなわち，魚に各種ストレッサーを負荷し，それらのストレ
ッサーが魚にとってユーストレスまたはディストレスの何れに成り得るのかについて，ストレ
スパラメータの回復履歴に関するモニタリング結果を考察することにより，魚にとってのユー
ストレスを探求した． 
 まず，これまで開発してきた魚類のためのストレス応答測定用バイオセンサを，本研究の目
的に適した特性になるように更に改良した新規のセンサシステムを製作した．次に，魚に各種
ストレッサー（飼育水塩分濃度，照射光波長，水槽内壁色）を与えてその環境に馴致させた後，
魚が死に至らない程度の強いストレスを負荷し，それに対するストレス応答とその回復履歴を
バイオセンサでリアルタイムモニタリングすることにより，与えられたストレッサーがユース
トレスになるのかについて考察した． 
 
 
３．研究の方法 
 本研究では以下の方法従って実験を遂行した．試料魚はナイルティラピア Oreochromis 
niloticusを用いた． 
 



3.1 ストレス応答測定用バイオセンサの製作 
 これまで我々が開発してきたバイオセンサは，電極への酵素の固定化方法に物理吸着及び架
橋反応を用いていたことから，電極表面上に酵素が均一に固定化されにくいため，基質に対す
る酵素活性が不安定になることがしばしばあり，本研究を遂行してゆく上で解決しなければな
らない課題であった．そこで，分子が自発的に集合して規則的な配列を形成できる自己組織化
単分子膜（SAM）の性質に着目し，SAM を介して酵素を固定化することにより，センサの応
答性を向上させることを試みた．まず，白金イリジウムを作用極，銀塩化銀を対極とする微小
電極（φ1 x 4 mm）を作製し，作用極に SAMを形成させた後，GOxを固定化することにより，
新規バイオセンサ（SAM/GOx 型バイオセンサ）を製作した．次に，このセンサをリン酸緩衝

液（0.1 M，pH 7.8）中に浸漬した後，グルコース標準液を滴下し，センサの出力電流値とグ
ルコース濃度との関係を調べた．さらに，魚（ティラピア）の眼球外膜近傍の間質液（EISF）
中にセンサを留置し，そのストレス応答モニタリングを試み，センサの特性を検証した（図 1）． 
 
3.2 各種ストレッサーによるユーストレス／ディストレスの解明 
 
3.2.1 飼育水の塩分濃度の影響 
 飼育水の塩分濃度を 0 %，0.1 %，0.5 %に調製し，これらに供試魚を入れ，環境に順化させ
るため 3 日間飼育した．また，測定時に供試魚が絶食状態となるように給餌を 48 時間以上停
止した．その後，魚体にセンサを装着し，その出力電流値が安定するまで一晩以上静置した．
次に，たも網を用いて魚を捕獲し，空気中への曝露を行うことにより，魚に強いストレスを負
荷し，その後のストレス応答の回復履歴を経時的にモニタリングした． 
 
3.2.2 光波長の影響 
 波長の異なる LED ライト（白，青，赤，緑）を水槽に装着し，各々の波長の条件下で供試
魚に光を照射（12時間／日）し， 3日間馴致させた．その際，水面の光量子束密度は 16±1.5 µmol 
m-2 s-1に統一した．また，測定時に供試魚が絶食状態となるように給餌を 48 時間以上停止し
た．その後，魚体にセンサを装着し，その出力電流値が安定するまで一晩以上静置した．次に，
たも網を用いて魚を捕獲し，空気中への曝露を行うことにより，魚に強いストレスを負荷し，
その後のストレス応答の回復履歴を経時的にモニタリングした． 
 
3.2.3 水槽内壁色の影響 
 着色されたプラスチック板を用いて異なる内壁の色（赤，青，緑）の水槽を製作した．これ
らの条件下で供試魚を 2日間遊泳させて馴致させた．また，測定時に供試魚が絶食状態となる
ように給餌を 48 時間以上停止した．その後，魚体にセンサを装着し，その出力電流値が安定
するまで一晩以上静置した．次に，アンモニア濃度が 20 mg L-1の飼育水が含まれる水槽に供
試魚を移動し，50分間遊泳させることにより強いストレスを負荷し，再び元の水槽内に戻して
ストレス応答の回復履歴を経時的にモニタリングした． 
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図 1 ストレス応答測定用バイオセンサ 



４．研究成果 
 
4.1 SAM/GOxセンサの特性 
 リン酸緩衝液（0.1 M，pH 7.8）中にバイオセンサを浸漬し，グルコース標準液を一定量添
加した際の検量線を図 2 (a)に示す．この図より，センサの出力電流値はグルコース濃度 0～
3500 mg dl-1の範囲内において良い相関関係（y＝13.67＋0.0046x，R＝0.9995）が認められる．
一方，図 2 (b) は SAMを用いていない従来のバイオセンサにおけるグルコースの検量線を示
す．この図から認められるように，本センサはグルコース濃度が 50 mg dl-1付近からセンサの
検量線の傾きが減少する傾向があった．これに対して，今回考案した SAM/GOx センサは，0
～3500 mg dl-1の範囲で安定した応答を得ることができた．これは，SAMを用いることで GOx
を電極面上に均一に固定化することが実現でき，効率的な酵素反応が実現できたためと考えら
れる．一般に，ティラピアの平常時の血糖値は 50 mg dl-1前後，ストレス負荷時の血糖値は 150 
mg dl-1前後であることから，本センサは供試魚の血糖値測定に十分対応できると考えられる．
実際に，本センサを魚の EISF中に留置して，遊泳させた状態でグルコース濃度のモニタリン
グを行ったところ，その測定が十分可能であった． 

 
4.2 各種ストレッサーによるユーストレス／ディストレスの解明 
 
4.2.1 塩分濃度の影響 
 魚類は鰓を介して周囲のイオンや水が受動的に移動するため，陸上の生物とは異なる浸透圧
調整能力を持っている．本研究では，魚を異なる塩分濃度（0.1，0.5%）で一定時間飼育した
後，魚を空気中へ曝露することにより強いストレスを負荷し， これら供試魚におけるストレス
からの回復履歴を観察した． 
 その結果，いずれの条件においてもストレス負荷後に血糖値の上昇は認められたが，淡水飼
育（0％）と比較して 0.1，0.5 %の飼育条件においても優位なストレス回復は認められなかっ
た．したがって，塩分濃度変化によるストレスは，魚類のストレス回復に対してユーストレス
となる可能性は低いものと推察される．しかしながら，本研究に用いたナイルティラピアは広
塩性の淡水魚であることが知られており，広塩性を示さないような魚種においては，本実験と
は異なる結果を示すことも予測される．  
 
4.2.2 照射光の色の影響 
 近年，魚類の網膜上にある錐体細胞の分布から，魚類の色に対する認識に関する研究が進ん
でいる．魚類の視環境については，青，緑，近赤外線を色として認識できることが明らかにさ
れている．それに伴い，環境中の色が魚の成長や生殖，攻撃性，ストレス応答に影響を及ぼす
ことも明らかにされてきた．したがって，飼育環境の「色」が成長率や繁殖率に影響を及ぼす
と考えられる．そこで，魚を異なった波長の光照射下で飼育し，その環境に馴致させた後，魚
に強いストレスを負荷し，バイオセンサシステムを用いてストレス応答の回復履歴をモニタリ
ングした． 
 その結果，白・青・赤・緑の全ての波長の条件下において，いずれの条件においてもストレ
ス負荷後に血糖値の上昇が認められた．次に，各条件下における回復履歴を比較したところ，
緑色 LED の照射下で飼育した個体が他の個体に比べて，ストレスからの回復が速い傾向が認

図 2  SAM/GOxセンサの検量線 

 



められた．一方，白色 LED 照射下では，ストレス負荷後からの回復が他の色に比べて遅い傾
向が見受けられた．通常の水産養殖現場では，白色の光を用いて魚を飼育することが一般的で
あるが，本研究の結果から，他の波長光を用いた方が魚にとってのユーストレスとなりうる可
能性が示唆された．したがって，将来的には飼育環境における光の波長を改善することにより，
生産性の向上に資することが期待できる． 
 
4.2.3 水槽内壁の色の影響 
 近年，トラフグの稚魚において，飼育水槽内壁の色が白色よりも黒色の方が成長に良い影響
を与えるという報告や，ナイルティラピアについても，群れの中で大きな個体ほど黄色の環境
を好むという研究例が報告されている．そこで本研究では，水槽内壁の色を青，赤，緑に各々
設定し，その中で魚を環境に馴致させた後，強いストレスを負荷し，バイオセンを用いてスト
レス応答の回復履歴をモニタリングした． 
 その結果，いずれの色の水槽においても，アンモニア曝露によるストレス応答の上昇が確認
された．なかでも赤色の内壁の水槽では，他の色と比較してその上昇が大きいことが観察され
た．また，赤色内壁の個体の回復については，他の色に比べてやや速い傾向が観察された． 
 
 以上のように，色による環境の変化が，魚にとってのユーストレスに関係する可能性が示唆
された．今後は同様の実験を繰り返し行い，測定データを蓄積することにより，それらを詳細
に解析する必要があると考えている． 
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