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研究成果の概要（和文）：本研究は，バイオセンサ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体内の
ストレス指標をリアルタイムモニタリングするという全く新しいアプローチ法により，ストレスとされる行為が魚体に
及ぼす影響を解析することを目的とした．すなわち，魚を遊泳させながら生化学的および行動生理的なストレス因子を
負荷し，この状態で血中グルコース濃度をモニタリングし，各因子とそれに伴う生理状態，行動変化との関係を明らか
にすることを試みた．これにより「魚の真のストレス応答」を測定・解析し，魚類の行動と生理との間の新たな相関関
係を見出し，究極的には 「魚のきもち」を知るための可能性について探求した．

研究成果の概要（英文）：We developed wireless biosensor system to monitor the physiological condition of 
fish. As an important indicator of stress, glucose concentrations are monitored using in vitro blood 
analysis. This system enables artificial stress-free and non-lethal analysis, and allows for reliable 
real-time monitoring of fish stress. We investigated stress due to alterations in water chemistry, 
including dissolved oxygen and ammonia-nitrogen compounds. Stress perceived from behavioural 
interactions, including attacking behaviour and visual irritation, was also monitored. Water chemistry 
alterations induced increases in the glucose concentration (stress) that decreased with removal of the 
stimulus. For behavioural interactions, stress levels change with avoidance, sensory behaviour and 
activity. We believe that the proposed biosensor system could be useful for rapid, reliable, and 
convenient analysis of the fish physiological condition and accurately reflects the stress experienced by 
fish.

研究分野：生体機能利用学
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１．研究開始当初の背景 
魚の生理学的なストレス応答は，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
る血中グルコースの濃度変化としての二次
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．その要因となるも
のは，外敵から威嚇されたときのような行動
生理的要因をはじめ，流速，温度，接触など
の物理的要因，アンモニア，亜硝酸，毒物な
どの危害物質や感染による生化学的要因な
どが挙げられる．現在までの魚類のストレス
応答の研究では，上記の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
を指標とすることが一般的であった． 
 ところで，これら指標の測定には従来より
ヒト用臨床検査キットが用いられてきた．し
かしながらこの方法では，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．特に，
水中を生活の場としている魚にとっては，網
で捕獲され，空気中に暴露されながら採血さ
れることで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
響を与えてしまう．また，ストレスを与えて
からコルチゾルやグルコースの濃度に変化
が見られるまでの時間的経過についても十
分には解明されていない．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真のストレス応答値と
は言い難かった． 
一方，我々は平成 20～22 年度科研費基盤
研究（B）「魚類のための生体留置型ワイヤレ
スバイオセンサの創出に関する研究（代表）」
において，魚を捕獲することなく自由に遊泳
させた状態で血中グルコース濃度をリアル
タイムにモニタリングできる新しいバイオ
センサの開発に成功していた．そこでこのバ
イオセンサを，魚類のストレス応答測定の中
核に適用することを提案した．本システムは，
魚体に装着した直後はそのストレスにより，
急激な血中グルコース濃度の増加が認めら
れるが，その後 12 時間ほど経過すると，値
は平常値に戻り魚体は平静な状態となるこ
とが確認されている．したがって，センサの
出力信号が安定し，魚が馴致したところで上
記ストレス応答を測定すれば，ストレス因子
から生じる「真のストレス応答」を知ること
ができると考えた． 
 
２．研究の目的 
 本研究は，上記バイオセンサシステムを用
いて魚の「真のストレス応答」をリアルタイ
ムにモニタリングすることにより，各種スト
レスが魚体に及ぼす影響についての新しい
アプローチを行うことを目的とした．すなわ
ち，魚を遊泳させながら生化学的および行動
生理的なストレス因子を負荷し，この状態で

血中グルコース濃度をモニタリングし，各因
子とそれに伴う生理状態，行動変化との関係
を明らかにすることを試みた．これにより
「魚の真のストレス応答」を測定・解析し，
魚類の行動と生理との間の新たな相関関係
を見出し，究極的には 「魚のきもち」を知
るための可能性について探求することを目
標とした． 
 
３．研究の方法 
 本研究では，図 1に示すような生体内留置
型ワイヤレスバイオセンサシステムを用い
て魚のストレス応答をリアルタイムモニタ
リングすることにより，各種ストレスが魚体
に及ぼす影響について検討した． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
まず，本実験に適した長時間のモニタリング
が可能なバイオセンサを製作するために，生
体適合性を有する機能性ポリマーの利用を
試みた．次に，作製したバイオセンサが装着
された魚を水槽内で遊泳させ，生化学的（溶
存酸素濃度，アンモニア性窒素化合物濃度
等）および行動生理的なストレス（テリトリ
ー争い，攻撃等）を負荷し，この状態で血中
のグルコース濃度をモニタリングした．そし
て得られたストレス応答値とそれに伴う生
理状態や行動の変化との関係を考察した． 
（1）ワイヤレスバイオセンサの製作 
 これまでのバイオセンサは，ティラピアを
試験魚とした場合，24時間以上測定を行うと
センサの出力が徐々に低下する傾向が認め
られていた．この主な理由としては，センサ
を構成している電極の素材が金属であるた
め，生体に対する適合性が低いこと考えられ
る．すなわち，体内タンパク質をはじめとす
る夾雑物質がセンサ表面に吸着し，酵素活性
の低下が生じたものと推察される．そこで本
研究では，生体適合性を有する機能性ポリマ
ー（MPC ポリマー）をセンサの検出部に装
着することにより，長時間のモニタリングが
可能なセンサの製作を試みた．まず，グルコ
ース測定用センサの構築には，作用極に白金
イリジウム線を，対極に銀塩化銀を用いて，
針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
るためにナフィオンを塗布し，その上に前述
の生体適合性ポリマーとグルコースオキシ
ダーゼを固定化することにより，バイオセン
サを構築した．なお，バイオセンサの留置箇

 
図 1 ワイヤレスバイオセンサシステム 



 

所については，前報（H. Endo et al. Biosens. 
Bioelecton. 24, 1417-1423 (2009)）に従い
眼球外膜内部に存在する間質液に（EISF）中
に挿入し，そのグルコース濃度をリアルタイ
ムモニタリングした．また，コントロールと
して 2-フェノキシエタノールによる麻酔後
に採血した血漿の血糖値の測定も従来法（ヒ
ト臨床検査用キット）を用いて行った． 
（2）生化学的因子が及ぼすストレス応答の
検討 
 作製したグルコース測定用バイオセンサ
を試験魚（ティラピア， Oreochromis 
niloticus）に装着し，水槽中で血中グルコー
ス濃度が平常値になるまで，約 12 時間自由
に遊泳させて馴致させた．その後，水槽中の
溶存酸素濃度を変化させ，センサによるグル
コースの測定値とストレス応答との関係を
検討した．また，アンモニア性窒素化合物（ア
ンモニア，亜硝酸，硝酸）を任意の濃度で添
加し，ストレス応答との関係についても検討
した． 
（3）行動生理学的因子が及ぼすストレス応
答の検討 
 ティラピアの雄魚は顕著な縄張り行動を
示し，狭い水槽の中では激しく争うことが知
られている． まず，図 2 に示すように，1
尾の中型個体（約 250ｇ）のティラピア雄魚
にバイオセンサを装着し，水槽内（約 50 L）
で遊泳させた (a)．そしてセンサの出力電流
値が安定したところで，この個体よりも小型
のティラピア雄魚を同じ水槽に入れて混泳
させ，両者の行動を観察すると共にセンサの
出力からストレス応答を測定した (b)．  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

その後，小型個体を取り出し，センサの出力
が安定したところで，(c) に示すような大型
の個体を投入して混泳させ，同様に観察する
と共にストレス応答を測定した． 
 さらに，これと同一の実験方法で，両者の
間に仕切り板を設け，物理的接触が無い状態
でのストレス応答を測定した．これにより，
前者は争いの時に生じる物理的接触と行動
生理的なストレスの両方による応答結果が，
後者においては主に行動生理的ストレスに
よる応答結果が得られると推察されるため，
両者の結果から物理的要因と行動生理的要
因のストレス応答の差異を観察した．  
 本研究の遂行にあたっては，水産学をはじ
め生体機能利用学，生物化学，電子化学，魚
類行動学，魚類生理学などの多分野に渡る知
識と経験が必要なことから，次に示すような
研究協力体制を構成するに至った．まず初年
度においては，各種バイオセンサの基本設計，
製作は研究代表者の遠藤英明（生体機能利用
学，電子化学）が担当した．また，魚体への
生化学的ストレス因子の検討については東
北大学大学院農学研究科の中野俊樹（水産化
学，魚類生理学，魚類栄養学）が，行動生理
学的因子の検討については東京海洋大学大
学院海洋技術研究科の有元貴文（魚類行動
学）が連携研究者として担当した．  
 
４．研究成果 
（1）生化学的因子が及ぼすストレス応答の
検討 
 水槽中の溶存酸素濃度を変化させ，魚にス
トレスを負荷し，ストレス応答とセンサによ
る測定値との関係を検討した結果を図 3に示
す．図中，実線はバイオセンサにより測定さ
れた EISF 中にグルコース濃度を示し，●印
は採血による実際の血糖値を示す．また図中
の矢印は，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（酸素濃度：7.8 → 
3.1 ppm）．この図から，溶存酸素濃度の低下
により血中グルコース濃度の上昇が認めら
れる．一般に魚類のグルコース濃度は，スト
レスの作用によって増加することが知られ
ており，この現象は呼吸難により魚にストレ
スが生じたものと推察される．  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 2 行動生理学的因子が及ぼすストレス応答の測定 
図 3溶存酸素濃度の影響 



 次に本研究では，水質悪化の際に生じるア
ンモニア性窒素化合物濃度とストレス応答
との関係について検討した．すなわち，通常
の飼育水に魚を馴致した後，アンモニア（A），
亜硝酸（B），硝酸（C）の濃度を各々25mg dl-1

に変化させた（図 4）．まず，アンモニアと亜
硝酸については添加後，数十分でグルコース
濃度の上昇が認められた．これらの化学物質
は魚類に対して強い毒性を示すことが知ら
れている．前述のように，魚類のグルコース
濃度は，ストレスの作用によって増加するた
め，この現象も魚体が明らかにストレスを受
けたものと推察される． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 一方，硝酸塩濃度を変化させた場合は，グ
ルコース濃度の変化がほとんど認められな
かった（C）．この理由として，硝酸塩はアン
モニアや亜硝酸に比べて，魚類への毒性が低

いことが知られているため，魚体へのストレ
スがそれほど大きくないものと考えられる． 
 以上の結果より，本バイオセンサシステム
を用いることにより，生化学的ストレス因子
による魚類のストレス応答との関係を明ら
かにすることができた． 
 
（2）行動生理学的因子が及ぼすストレス応
答の検討 
 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．この際，魚体には何らかのストレス
が負荷されているものと推察されるが，具体
的なストレス因子はほとんど明らかにされ
ていない．そこで，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るために，バ
イオセンサを用いて魚体のグルコース濃度
のリアルタイムモニタリングを行った．  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 まず図 5（A）は，中型個体のティラピア
が遊泳する水槽に，それよりも小型の個体を
投入して（a），一定時間混泳させた後水槽よ
り取り出し(b)，さらに数時間後に，中型個体
よりも大型の個体を投入して（c），一定時間
混泳後再度取り出した（d）結果である．こ
の図から認められるように，小型の個体を投
入した場合は，中型個体のグルコース濃度は
ほとんど変化していないため，この個体はス
トレスをあまり受けていないことが推察さ
れる．次に大型個体を投入した場合は，中型
個体のグルコース濃度は著しく上昇した．こ
の時，大型個体が中型個体を追い回す様子が
しばしば観察され，中型個体はかなりストレ

 

 
図 4アンモニア性窒素化合物濃度の影響 

図 5行動生理学的因子の影響 



スを受けていたものと推測される． 
 一方，図 5（B）は，水槽の中央に透明な
仕切り板を設置することにより個体同士が
直接接触しない状態をつくり，中型個体と大
型個体を対面させ（a），一定時間後に大型個
体を水槽より取り出した(b)結果を示す．この
図から認められるように，対面直後には中型
個体のグルコース濃度は徐々に上昇したも
のの，大型個体を取り出した後は，元の平常
値に戻ってゆく現象が確認できる．この実験
系では個体間の物理的接触がないことから，
中型個体は視覚により刺激を受け，それがス
トレスとなって応答しているものと推察さ
れる．しかしながら，この実験系では，仕切
り板により接触は妨げられてはいるものの，
飼育水は混ざっている状態であるため，嗅覚
等の刺激の関与も考えられ，必ずしも視覚の
みによるものではないとも推察される．この
点については，今後の更なる検討が必要と思
われるが，魚の視覚的な刺激を理解する上で
本結果は一つの手がかりになるといえる． 
 以上のようなバイオセンサを用いた斬新
な方法論によって得られた成果は，今後の魚
類行動学，魚類生理学および魚類養殖学等の
分野に応用可能な新しい知見を提供すると
ともに，これを基盤として水圏環境における
水質監視や修復，さらには漁業などの応用分
野にも貢献できると考えられる．例えば，水
質監視の分野では魚類を用いたバイオアッ
セイが普及しているが，その殆どが個体の生
死で判定している．そこで，本法により原因
危害物質と魚体内の生理的変化との関係を
明らにできれば，魚の体調変化から初期の水
質異変を早期に検出できる新規バイオアッ
セイモニタリングシステムの構築が期待で
きる． 
また近年では，水圏における環境修復の活
動が活発に行われているが，「ヒトにとりき
れいな水（例：透明度が高く，雑菌が存在せ
ず美味しく飲めるような水）」と「魚にとり
きれいな水（例：餌となるプランクトンが豊
富で濁度のある水）」との間には，ヒトと魚
との認識・好みの違いが大きく，生息してい
る魚のための水修復とはいえない事例がし
ばしば認められる．そこで，実際に修復され
た水に魚を泳がせ，本法を用いてストレス応
答を測定すれば魚にとって最適な環境条件
を明らかにできる可能性があり，今後の環境
修復事業や養殖法および水族館などの観賞
魚の飼育法に新しい提言ができる． 
今後，本バイオセンサを用いて各種ストレ
ス因子とそれに伴う行動学的および生理学
的な変化との関係を考察することにより，
「魚のきもち」を知るための手がかりを探求
できるものと考えられる． 
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