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Abstract

Effects of culture density, water quality and temperature on the blind side pigmentation in the

Japanese flounder, Paralichthys olivaceus (total length : about 160 mm) were investigated. In

high culture density (44 individuals per 1 m bottom area) group, the blind side pigmentation was

promoted without increasing the plasma cortisol. Nitrite (5 mg NO2-N/L) exposure at 20 °C

showed no effect on the occurrence of color abnormality of blind side, though it increased the cov-

erage of pigmentated blind side in the Japanese flounder. In temperature loading group, which

fish were held in an outdoor tank and exposed to large diurnal temperature fluctuations (18-26

°C),increases in the coverage of pigmentated blind side and plasma cortisol were observed. Nitrite

exposure in an outdoor tank promoted markedly the blind side pigmentation. Plasma cortisol was

also increased remarkably by the treatment. These results suggest that (1) elevation of plasma

a -MSH related deeply to prolonged background adaption in high culture density group, and the

increases in plasma ACTH and a -MSH caused by the activation of the hypothalamus-pituitary-

interrenal axis in nitrite exposure and in temperature loading groups induce the blind side pigmen-

tation in the Japanese flounder, and (2) the blind side pigmentation is strongly promoted by a

combination of deteriorating items and processes.
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1.緒論

　ヒラメ（Paralichthys olivaceus）の増養殖は

全国的に行われている。昨今では、養殖技術の進

歩に伴って種苗生産量は増大し、国内におけるヒ

ラメの種苗放流数は2,500万尾、養殖ヒラメの年

間生産量は７千トンを超えるようになった。一方

で、高密度飼育に伴うストレスや環境の悪化に

よって生じる生体防御機能の低下、スレ（擦れ：

接触によって体表に傷がつＯ等が原因で、感染

症が拡がりやすくなっているほか、黒化や白化と

呼ばれる体色異常が高い頻度で発生し、問題と

なっている(1-4)。黒化は、本来白色であるはずの

無眼側に黒褐色の着色が生じる現象である(1)が、

見た目が悪く、市場価値を低下させることから、

その防除が強く求められている(呪

　黒化には、変態完了時にすでに発現している浮

遊期型と、着底後に徐々に着色してくる着底期型

の２つの型が存在し、それぞれの発現要因とメカ

ニズムは異なるとされている巾。黒化の原因と防

除法については、多くの研究がなされてきた。例
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えば、浮遊期黒化の発現には、飼餌料中のビタミ

ンＡやドコサヘキサエン酸（ＤＨＡ）、配合飼料

の給餌開始時期、摂餌量、照度、飼育密度など

が（6-8）、着底期型黒化の発現には、飼料中のビタ

ミンＤ量や、背地色、潜砂行動の可否等が影響

するという報告がある（9~1呪　しかし、黒化発現

のメカニズムや、ストレスの影響については、ま

だ不明な点が多い。そのため、現在行われている

対策は、根本的な解決にはつなかっていない。

　魚類の体色変化には黒色素凝集ホルモン

（melanin-concentrating hormone :MCH）や黒

色素胞刺激ホルモン（melanophore-stimulating

hormone : ＭＳＨ）の分泌活性が大きく関わって

いる。 MCHは、メラニン穎粒を凝集させること

により体色を明化させる働きをもつ。そのため魚

類は白っぽい背景のところに移動すると、MCH

が分泌され体色が明化する。 Yamanomeは、マ

ツカワを用いた実験において、白い水槽を用いて

飼育すると、MCHが分泌され、その結果、黒化

か抑制されると報告している皿。 MSHは、メラ

ニン穎粒を拡散し、体色を暗化させるホルモンで

あり、MCHと措抗する働きをもつ。長期間

MSHの分泌が続くと、黒色素胞の新たな分化

や、形態的な変化が起こり、体色は暗化したまま

になる。そのため、ヒラメを長期間黒い水槽で飼

育すると、MSHが絶えず分泌されている状態と

なり、黒化か進行する可能性が高い。

　MSHは、環境への適応だけでなく、ストレス

負荷によっても分泌される。一般的にストレッ

サーが来ると、視床下部一脳下垂体一間腎

（Hypothalamus －Pituitary －Interrenal : HPI

軸）という系を介して、最終的に間腎（哺乳類の

副腎皮質に相当）からコルチゾルやコルチゾンな

どのコルチコイドが分泌される。上記の反応系で

は、脳下垂体前葉から副腎皮質刺激ホルモン

（adenocorticotropic hormone:ＡＣＴＨ）が、中

葉からはα-MSHが分泌される。 ＡＣＴＨの一部

は、α-MSHと類似の構造をしているため、メ

ラノコルチン受容体に高い親和吐を示す。そのた

め、ＡＣＴＨを投与しても体色が暗化する（1呪

　ヒラメの増養殖場は、高密度飼育による水質悪

化や狭い環境、急激な温度変化、潜砂することが

できないなどの自然とはかけ離れた環境にある。

-

これらの要因はヒラメにとってストレッサーとな

り得る。それゆえ、増養殖されているヒラメで

は、ストレス負荷に伴って分泌されるＡＣＴＨや

α-MSHによって、黒化か引き起こされている

可能性が高い（16)。そこで、着底期型黒化に及ぼ

すストレスの影響を調査するために、コルチゾル

投与（ＨＰＩ軸反応系のネガティブフィードバッ

クを引き起こし、ＡＣＴＨおよびα-MSHの分泌

を抑制する）試験およびRU486投与（コルチコ

イドレセプターを阻害する合成ステロイド剤であ

り、ＨＰＴ軸のネガティブフィードバックを抑制

し、ＡＣＴＨおよびα-MSHの分泌を充進させる）

試験を行ったところ、試験開始から２週間以内

に、前者では黒化個体出現率の有意な低下が、後

者では黒化個体出現率の有意な上昇が認められ

た皿。すなわち、ヒラメの着底型黒化の発現に

はストレス負荷が関わっている可能性が高いこと

が示された。

　ただし、上記試験では、自然条件下では起こり

得ないほどの多量のコルチソルやRU486を人為

的に（酢酸ヒドロコルチゾンあるいはRU486を

100 mg/kg体重量の割合で）投与している。そ

のため、増養殖現場で生じるヒラメの着底型黒化

か飼育期間中のストレス負荷に起因することを示

すには、自然に起こり得るストレス負荷条件下で

ヒラメを飼育し、黒化個体出現率や体内のコルチ

ゾル濃度等を調べ、日常的なストレス負荷がヒラ

メの着底型黒化の誘起に関係することを証明して

おく必要がある。そこで、本研究では、飼育密

度、水質および水温変化がヒラメの着底期型黒化

およびストレス応答に及ぼす影響を調査した。

2｡材料および方法

2.1　試験1 （密度試験）

2.1.1　供試魚

　供試魚として、宮城県水産高等学校で種苗生産

された、全く黒化の認められない、全長約200

mmのヒラメ68尾を用いた。

2.1.2　飼育条件

　↓週間予備飼育したヒラメを、流水式の容量

350 Lの水槽に、底面積1 m^あたり、９尾（低

密度群：Ｌ群）、22尾（中密度群：Ｍ群）、44尾

（高密度群：Ｈ群）となるように収容した。試験
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期間中の平均水温は23.2 °cであり、給餌は１日

当たり魚体重の2 %となるように、市販の餌

（科学飼料研究所製ます類育成用ニッカ４ ＥＰ）

を与えた。試験期間は６週間とした。

2.1.3　試料採取、黒化の指標・血漿中コルチソ

　　　ル濃度の測定

　ヒラメを試験開始から６週間後に取り上げ、ヘ

パリンリチウム処理した注射器を用いて、心臓か

ら採血を行った。その後、無眼側の写真を撮影し

た。血液は800gで15分間遠心分離後、血漿分

画をコルチゾル測定まで-80 °cで冷凍保存した。

　黒化の指標として、黒化個体出現率および黒化

面積増加率を用いた。黒化個体出現率は、黒化部

が肉眼で確認できるものを黒化個体として求め

た。黒化面積率は、無眼側の鰭を除く部分に対す

る黒化部の面積の割合を、画像処理ソフトScion

Image （SCION社）を使って求めた。サンプリ

ング時に求めた黒化面積率から、試験開始時に求

めた黒化面積率（今回はＯ％）を引いた値を黒

化面積増加率とした。

　血漿コルチゾル濃度の測定には、コルチゾル

EIA　キ　ッ　ト　（ＯＸＦＯＲＤ　BIOMEDICAL

ＲＥＳＥＡＲＣＨ社製）を用いた。採血した血液を

800^で15分間遠心分離し、血漿分画を得た。得

られた血漿50μＬにジエチルエーテル（和光社

製）500μＬを加え、30秒間ヴォルテックスで

攬絆した後、上清（ジエチルエーテル分画）を得

た。この操作を２回繰り返し、回収した上清から

ジエチルエーテルを揮発させた後、キット付属の

抽出バッファー100μＬで再溶解し、それをコ

ルチゾル測定用試料とした。

2.2　試験２（水質および水温変化試験）

2.2.1　供試魚

　供試魚として、（株）日清マリンテックより購

入し、循環ろ過式の屋外水槽（容量2,000 L）で

３週間以上飼育した、全く黒化の認められない、

全長約130 mmのヒラメ32尾を用いた。

2.2.2　飼育条件

　ヒラメを循環ろ過式の60 L水槽にそれぞれ８

尾ずつ収容し、４群を設けた：対照（Ｃ）群、亜

硝酸負荷（Ｎ）群、温度変化負荷（Ｔ）群、亜硝

酸および温度負荷（ＴＮ）群。Ｃ群とＮ群は屋内

に設置した水槽内で、Ｔ群とＴＮ群は覆いをかけ

-

て屋内と同程度の照度になるようにして屋外（簡

易暗室内）に設置した水槽内で、それぞれ４週間

の飼育試験を行った。また、Ｎ群およびＴＮ群

については、亜硝酸ナトリウム（和光社製）を亜

硝酸態窒素Ｎ０２-Ｎ量として５ ｍｇ/Ｌになるよう

に調整（3日毎に水槽内の半分量の水を入れ替

え）した条件下での試験とした。

　試験期間中の水温と水面直上の照度はＣ群と

Ｎ群は2O°Cと0.1～40 1ｘ、Ｔ群とＴＮ群は18～

26°Cと0.01～45 lxであった。給餌は１日当たり

魚体重の2 %となるように、市販の餌（科学飼

料研究所製ます類育成用ニッカ４ ＥＰ）を与え

た。

2.2.3　試料採取、黒化の指標・血漿中コルチソ

　　　ル濃度の測定

　ヒラメを試験開始から４週間後に取り上げ、試

験↓と同様の方法により、黒化指標および血漿コ

ルチゾル濃度の測定を行った。

2.3.統計

　各実験において得られた測定結果のうち黒化個

体出現率については丿検定を、黒化面積増加率

についてはAspin-Welchの検定を、血漿コルチ

ゾル濃度についてはTukey-KramerのＨＳＤ検

定を用いて統計処理を行った。有意水準は5％と

した。

3｡結果

3.1　密度試験

　試験開始から６週間後における黒化個体出現率

は、低密度（Ｌ）群で50 % （6尾中３尾）、中密

度（Ｍ）群で33 % （6尾中２尾）、高密度（Ｈ）

群で86 % a尾中６尾）となり、Ｈ群が他群に

比べて有意に高くなった。

　６週間の試験期間での黒化面積増加率をFig. 1

に示す。平均黒化面積増加率は、Ｌ群で↓｡4 %、

Ｍ群で4.0 %、Ｈ群で5.9 %となり、Ｈ群はＬ

群に対して有意に高い値を示した。

　試験開始から６週間後におけるヒラメの血漿コ

ルチソル濃度をFig. 2に示す。平均血漿コルチ

ゾル濃度は、Ｌ群でno ｎｇ/ｍＬ、Ｍ群で７ ng/

ｍＬ、Ｈ群で63 ng/ｍＬとなった。しかし、個体

差が大きく、各試験群間に統計的な有意差は認め

られなかった。
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Fig.1　Effect of culture density on increased coverage of pig-

　　　　　merited blind side in Japanese Flounder, Paratichthys

　　　　　olivaceus.

　　　　　Data are given as mean±SE (Low and Middle density

　　　　　groups; n＝6，High density group; n＝7).

　　　　　ａ : The same superscript indicatesａ significantdiffer-

　　　　　ence (p＜0.05).

Effects of water quality (nitrite)and temperature on

increased　coverage　of　pigmented　blind　side　in

Japanese Flounder, Paralichthys olivaceus.

Data are given as mean±SE(ｎ＝8).

a-e : The same superscript indicates ａ significantdif-

ference (p＜0.05).

Fig.2　Effect of culture density on plasma cortical levelin

　　　　Japanese Flounder, Paralichthys olivaceus.

　　　　Data are given as mean±SE（Loｗ density group;

　　　　n ＝5, Middle density group; n＝6，High density group;

　　　　n ＝7）.

Fig.4　Effects of water quality (nitrite)and temperature on

　　　　plasma cortisol in Japanese Flounder, Paralichthys

　　　　olivaceus.

　　　　Data are given as mean±SE (n ＝5).

　　　　a-c : The same superscript indicates ａ significantdif-

　　　　ference (p＜0.05).

3｡2　水質および水温変化試験

　試験期間中、亜硝酸および温度負荷（ＴＮ）群

を除吉、ヒラメの摂餌行動や遊泳状況に違いは認

められなかった。ＴＮ群においては、わずかでは

あるが遊泳頻度が高くなる傾向にあった。

　試験開始から４週間後における黒化個体出現率

は、対照（Ｃ）群で25 % （8尾中２尾）、亜硝酸

負荷（Ｎ）群で38 ％（8尾中３尾）、温度変化負

荷（Ｔ）群で38 % （8尾中３尾）、ＴＮ群で88%

（8尾中７尾）となり、Ｃ群に比べて、ＴＮ群で有

意に高い値となった。

　４週間の試験期間での黒化面積増加率をFig. 3

に示す。平均黒化面積増加率は、Ｃ群で0.7%、

Ｎ群で2.9 %、Ｔ群で4.8 %、ＴＮ群9.3 %とな

り、Ｎ群、Ｔ群およびＴＮ群はＣ群に対して有

意に高い値を示した。また、ＴＮ群はＮ群およ

びＴ群に対して有意に高い値となった。

　試験開始から４週間後におけるヒラメの血漿コ

ルチゾル濃度をFig. 4に示す。平均血漿コルチ

ゾル濃度（ｎ＝5）は、Ｃ群で28 ng/ｍＬ、Ｎ群

で56 ng/mL、Ｔ群で76 ng/niL、ＴＮ群で212

ng/mLとなり、Ｔ群およびＴＮ群はＣ群に対し

て有意に高い値となった。また、ＴＮ群はＮ群

およびＴ群に対して有意に高い値となった。

4.考察

　ヒラメの増養殖場では、密度の高い状態で飼育

がなされているにもかかわらず、飼育密度の違い
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が着底期型黒化に及ぼす影響についての報告は極

めて少ない。放流サイズである全長60 mmまで

の個体についての報告がある程度で口、全長100

mmを越える個体を用いて、飼育密度が黒化に

及ぼす影響に関する報告はみあたらない。　しか

し、養殖時や放流後の影響を考えると、全長100

mmを超えるサイズの個体を用いた調査は重要

である。

　本研究では、全長約200 mmのヒラメを用い

て密度試験を行ったところ、高密度群の黒化個体

出現率が低密度群や中密度群に対して有意に高

かったほか、黒化面積増加率も高密度群は低密度

群に対して有意に高くなった。これらの結果は、

飼育密度の違いが黒化の程度に影響し、高密度飼

育は黒化を促進させる方向に働くことを示す。

　一般に高密度飼育は魚にストレス反応を惹起

し、同条件下におかれた魚の血漿コルチソル濃度

は高くなる(4,18)。　ヒラメ着底期型黒化の発現に

はストレスが関与していることが強く示唆されて

いる口。　しかしながら、上記試験では、３群と

も血漿コルチゾル濃度は魚類の非ストレス負荷時

の範囲内にあり(A, 17~1りo)、さらに、飼育密度の

異なる３群間において当該値に統計的な有意差は

認められなかった。

　ヒラメの黒化は、飼育水槽に敷砂することやセ

ラミックを内側に吹き付けておく(魚が接触刺激

を受けやすい状況をつくる)ことにより、ある程

度抑制できることが報告されている皿。また、

マツカワを用いた実験では、異体類の黒化は水槽

の色が黒いと促進され、白いと抑制されるという

結果が得られている皿。すなわち、高密度飼育

では、ヒラメ同士が重なり合っているため、他個

体との接触刺激によりストレスが軽減されて黒化

か抑制される方向に進む一方で、照度を低く保つ

という通常の飼育条件下ではヒラメの有眼側は黒

褐色になるため、ＨＩＰ系の活性化とは無関係に、

暗い背地への適応の際に分泌されるα-MSH等

の作用によって黒化か進行するという、相反する

可能性が示唆される。

　現状において、魚を接触刺激の受けやすい状態

におくことがどの程度のストレス軽減につながる

か、あるいは、魚同士の重なり合いで示された色

が黒背地と同様の効果を有するかという問いに対

-

する明確な答えはない。また、今回提示した血漿

コルチゾルは６週間の密度試験終了時のみの値で

あり、飼育期間中を通じてヒラメに過度なストレ

ス負荷が生じていなかったことを示す証拠はな

い。

　しかしながら、同様の密度試験を行ったヒラメ

血液中の穎粒球の貪食活性およびＮＴＢ還元活性

（殺菌能）に飼育密度の違いによる有意差は認め

られていない：平均全長120 mmのヒラメを、

水槽の底面積１ ｍ２あたりに14尾、35尾、70尾

となるように収容し、20°C、↓日当たり体重の２

％給餌の条件下で４週間飼育したところ、穎粒球

の貪食活性は37.3±1.7 %、42.1±2.1 %、36.5

±2.4 %、同ＮＢＴ還元活性は33.4±1.8 %、36.4

±1.4 %、34.4±2.3 % （それぞれ、平均値士標

準誤差、ｎ＝6）となった（角田、未発表）。長期

的なストレス負荷は細胞性の生体防御活性を低下

させることが知られている（21~2呪それゆえ、今

回の密度試験と同程度の飼育条件下では、ヒラメ

が長期的に過度のストレス負荷を受けていたとは

考えにくい。

　従って、今回の密度試験がヒラメに過度なスト

レス負荷を及ぼした可能性は低く、高密度群でみ

られた黒化は主として暗背地への適応の際に分泌

されるα-MSHの作用によるものと推測できる。

　一方、水質および水温変化試験の結果は、増養

殖時に起こり得る程度の亜硝酸濃度の上昇（亜硝

酸態窒素として５ ｍｇ/Ｌ）や日常的に生じる数゜c

の水温変動でも黒化面積増加率を有意に高める方

向に作用することに加え、飼育水の亜硝酸濃度上

昇と水温変動が合わさると当該値が大きく上昇す

るとともに、黒化出現率自体も有意（対照群の３

倍程度）に高くなり、黒化か著しく進むことを示

す。また、血漿コルチゾルの測定結果からは、飼

育水の亜硝酸態窒素濃度が5 mg/Ｌ程度上昇し

た程度ではヒラメに大きなストレス負荷は掛かっ

ていないものの、日常的な水温変動が数°cであっ

ても魚にはストレス負荷因子として作用し、血漿

コルチゾル濃度を有意（対照群の2.5倍程度）に

上昇させることに加え、飼育水の亜硝酸態窒素濃

度上昇と水温変動が合わさると当該値は対照群の

８倍程度の値にまで上昇し、亜硝酸態窒素濃度上

昇や水温変動の単独作用時と比べて、ストレス負
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飼育密度、水質および水温がヒラメの無眼側着色に及ぼす影響

荷が著しく大きくなっていることが分かる。

　以上の結果は、増養殖現場で生じるヒラメの着

底型黒化は、黒背地への適応に伴うα-MSHの

分泌量増加による（要因がストレス負荷と直結し

ない）ものに加え、飼育期間中の突発的な水質悪

化のみでなく、日常的に起こり得るレベルの水質

および水温変化であっても、複合的に作用すると

重大なストレス要因となり、ＨＰＴ系の活性化を

経て、ヒラメ着底型黒化の誘起につながることを

示唆する。なお、飼育密度も、単独では黒化にか

かわる因子としての重要度は低いものの、水質悪

化や日常的な水温変動等と協同的に働く（複合さ

れる）と黒化か促進される可能性の高いことを示

す。

　魚によって直接・間接的に飼育水中で消費また

は蓄積される物質の中で、その物質の消費または

蓄積によって飼育魚が影響を受ける濃度に最も早

く到達するものは溶存酸素濃度①Ｏ）であると

の報告がある(2呪ＤＯは魚のストレス耐性に大

きな影響力を有し、低濃度時には同耐性をはじめ

とし、各種生理機能（生体防御活性を含む）の低

下が引き起こされることは良く知られている。

従って、当然のことではあるが、飼育密度、DO

を含む水質や水温管理に留意し、適正な条件でヒ

ラメを飼育することが、黒化の防除に加え、種苗

の品質向上を図る上で重要である。

　また、本報ではヒラメの無眼側黒化に及ぼす神

経系活動の影響については全く言及していない

が、自律神経系の活動異常がヒラメの黒化に影響

を及ぼす可能性が強く示唆されている(25）ことか

ら、今後は、内分泌系に加えて神経系の機能調節

異常が当該黒化にどのように影響しているかを詳

細に調べる必要かおる。
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