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「生物を測る・生物で測る」総合特集号 解 説

小型魚類の呼吸と運動を測る
—水質と情動状態のモニタリングを目指して
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1. はじめに
脳波や心電位といった生体電気信号には生理状態や心

理状態に関する情報が含まれており，おもにヒトを対象
とした病気の診断や健康状態のモニタリングに利用され
ている．魚も微弱な生体電気信号を発しており，一部の
魚はこれを感知して捕食行動の情報源として利用してい
る [1]．私たちの研究グループではゼブラフィッシュやメ
ダカなどの小型魚類が発する µVオーダの呼吸波とよば
れる生体電気信号に着目し，その計測法と応用技術を開
発してきた [2–7]．
呼吸波とは呼吸に同期した生体電気信号の一種であり，

魚の体内と体外のイオンバランスの違いによって生じる
と考えられている [8]．第 1図 (a)に示すように鰓蓋が開
くと体内と体外をイオンが移動するが，鰓蓋が閉じてい
るときはイオンの移動が制限されるため，鰓蓋が開閉す
ると魚の身体周囲に電位変動が生じる [9]．魚の呼吸波の
計測は 1977年に開発された雑音除去機能を備えた増幅
器によって初めて可能となり [10]，その後，メダカ [2]や
鯉 [9]，ブルーギル [11]などさまざまな魚の呼吸波を利
用した研究が行われるようになった．第 1図 (b)に，ゼ
ブラフィッシュから計測した呼吸波の例を示す．ゼブラ
フィッシュとメダカの場合，呼吸波は約 1–10Hz の周波
数帯域に存在しており [5]，環境や情動状態の変化によっ
てその周波数が変動する [12] ．これは，鰓の血管の収縮
と弛緩が交感神経の亢進状態によって調整され，呼吸中
枢が生成する呼吸リズムが間接的に自律神経の影響を受
けるためであると考えられる [13]．たとえば，不安行動
の一種であるフリージングは高頻度の呼吸を伴って水底
で静止するという行動と定義されている [14,15]．このよ
うな呼吸様式はリラックスして静止しているときには見
られないため，呼吸は情動状態を表す有用な情報と考え
ることができる．
行動神経科学などの分野においては魚の運動に着目し

た行動解析が行われてきた [16,17]が，呼吸を同時に観
測することができれば情動状態や水質変化に対する応答
をより詳細に評価できる可能性がある．そこで，われわ
れは呼吸波を計測すると同時に，呼吸波から遊泳運動を
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第 1 図 鰓の開閉と呼吸波

推定可能な小型魚類の行動解析システムを開発してき
た [2,5]．本システムは，カメラのオクルージョン領域が
存在するような環境においても魚の運動情報と呼吸情報
を同時に計測することができ，また非接触かつ非拘束の
計測法であるため人工的な照明など計測に伴う刺激を与
える必要がないという利点を有している．本稿では，リ
アルタイム行動解析システムとこれを用いた水質モニタ
リング，および恐怖・不安情動評価の試みについて説明
する．

2. リアルタイム行動解析システム
小型魚類のリアルタイム行動解析システムは信号計測

部，データ通信部，信号処理部，位置・速度推定部から
構成される（第 2図）[7]．信号計測部では底面に電極を
格子状に敷き詰めた計測水槽より，魚の生体電気信号を
計測する．データ通信部では信号計測用 PC から行動解
析用 PC に各電極から得られた生体電気信号をリアルタ
イムで転送する．信号処理部では，行動解析用 PC に転
送された生体電気信号を用いて，周波数解析を行い呼吸
波成分を抽出する．位置・速度推定部では，周波数領域
に変換された信号を用いて魚の遊泳運動を推定する．以
下，各部について説明する．

2.1 信号計測部
信号計測部では計測水槽により，非接触・非拘束条件

のもとで試験魚の呼吸波を計測する．本システムが計測
対象とする呼吸波は µV オーダであるため，微弱な生体
電気信号を計測可能とする脳波計（EEG-1200：日本光
電 東京）を信号増幅器として用いる．計測水槽のサイズ
は試験魚が自由に遊泳できるように，試験魚の体長に対
して十分な大きさを有するものとした．計測水槽は二重
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第 2 図 リアルタイム行動解析システム [7]
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第 3 図 計測水槽と電極配置 [7]

底構造で上層に Ag-AgCl皿電極を固定し，下層に基準
電極と参照電極を配置する．126電極を配置する水槽の
場合，上層は 14 枚の取り外し可能な電極固定板で構成
されており，水槽壁面のくぼみに等間隔で固定されてい
る．各電極板は九つの電極を一列で等間隔に固定するこ
とができる．下層には 4隅と中央に電極を固定するため
のくぼみがあり，対角線上に脳波計の参照電極を二つ固
定し，中央に脳波計の基準電極を固定する．このように
上層から 20 [mm] 下に参照電極と基準電極を配置するこ
とにより，参照電位と基準電位に対する生体電気信号の
影響を緩和する．なお，計測水槽は 3 次元 CAD ソフト
（SolidWorks2011 x64 Edition：ソリッドワークスジャ
パン 東京）を用いて設計し，3D プリンタ（Dimension

BST 1200es：キーエンス 東京）を用いて作成した（第 3

図）．
各電極から計測した信号は，インタフェースモジュー

ル (PCI-3521：インタフェース) を用いて AD変換し，
サンプリング周波数 fs [Hz] で信号計測用 PC に取り込
む．そしてディスプレイに各 ch の生体電気信号をリア
ルタイムで表示することにより，呼吸波の応答を直接観
察することができる．

2.2 データ転送部
リアルタイム解析を実現するために，信号計測用 PC

と行動解析用PCという 2台のPCを連携させて処理負
荷を分散する．信号計測用PCは信号の取り込みと呼吸
波の表示を行うと同時に，計測された生体電気信号を行
動解析用PCに送信する．行動解析用PCは，生体電気
信号を受信し，魚の位置，および速度などの運動解析結

果や呼吸周波数を表示する．2台の PCは LANケーブ
ルによって接続され，TCP/IP 通信プロトコルを用いて
データ送受信を行う．

2.3 信号処理部
行動解析用 PCに入力された信号に対してフィルタ

処理，周波数解析を行い，各電極における呼吸波の周
波数スペクトルを求める．まず，入力信号に対してMb

次のバンドパスフィルタ (低域カットオフ周波数 flow

[Hz]，高域カットオフ周波数 fhigh [Hz])で濾波する．そ
して，自己回帰 (Autoregressive：AR)モデルを用いて
ch.l(l=1,2,...,L)から計測された信号 Slの周波数スペ
クトルを推定する．ARモデルは次式で与えられる．

Sl(n)=

K∑
k=1

al(k)Sl(n−k)+ϵ(n) (1)

ここで，Sl(n) は電極 lで計測された離散時刻 nでサン
プリングされた信号を表し，ϵ(n)は予測誤差（ホワイト
ノイズ），KはARモデルの次数である．このモデルは
適切なAR パラメータ al(k)により，過去の計測信号か
ら現在の信号 Sl(n)を予測する. ARモデルのパラメー
タは，時間窓Tar [s]として，Yule-Walker法 [18]により
求める．算出した各電極 lにおけるAR パラメータal(k)

と分散 σ2
l を用いてパワースペ クトル密度 (PSD) Pl(f)

を次式により計算する．

Pl(f)=
σ2
l

1−
∑K

k=1al(k)e
−j2πkf

(2)

ここで，jは虚数単位である．本システムでは，空間分
布Pl(f)を用いて魚の位置を推定することでカメラを用
いない運動解析を実現する．

2.4 位置・速度推定部
魚と電極間距離が小さいほど計測される呼吸波のパ

ワーが大きいことを利用して，各電極 lにおける PSD

のピーク値 (ql =arg max
f

Pl(f))の分布から魚の位置と

遊泳速度を推定する．まず，各電極の PSDのピーク値
qlを求め，隣接する電極間をZ等分する格子の頂点座標
(x,y)における PSD のピーク値 q(x,y)をスプライン補
間により推定する．PSD q(x,y)のピーク値は，つぎの
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第 4 図 PSDピーク値の分布

ように正規化する．

q′(x,y)=
q(x,y)

arg max
x,y

(q(x,y))
(3)

第 4図は，水槽内における PSDピーク値の分布を表す
位置推定マップである．予備実験より，PSD ピークの
空間分布はほとんどの場合で単峰性であるが，第 4図に
示すように頭部側と尾部側に 2峰性の分布が生じる場合
も無視できない頻度で現れることが明らかになった．2

峰性の分布が生じる原因は明らかにされてないが，鰓周
辺に加えて尾部側に現れることから尿の排泄などによる
体内と体外のイオン移動が電位を発生させている可能性
がある．そこで，PSDピーク値の空間分布の重心位置座
標を求め，Mlm次のローパスフィルタ（カットオフ周波
数 fcut1 [Hz]）で重心位置座標の時系列データを濾波し，
これを魚の推定位置 m̂(n)= (m̂x(n),m̂y(n))とする．遊
泳速度 v̂(n)= (v̂x(n),v̂y(n)) は推定した位置座標の時間
微分から求める．このとき，位置推定誤差に起因する時
間軸方向における突発的な変化を抑制するためにMls次
のローパスフィルタ（カットオフ周波数 fcut2 [Hz]）で
濾波する．なお，魚の推定位置は周波数 fm [Hz] で更新
する．
本システムはビデオ解析と比較して，魚の位置を平均

絶対値誤差 9.75 ± 3.12[mm]（体長の 1/3 程度）の精度
で推定することができる [7]．ただし，位置推定はビデオ
解析に対して平均約 1.16±0.29[s]の遅れ時間が生じる．

3. 魚で測る：水質モニタリング [5]

水質の急激な変化は魚の行動に影響を与えるため [19]，
行動解析システムを用いて間接的に水質の変化を検知で
きる可能性がある．そこで，人為的に水槽にエタノール
を混入させたときの水質変化を評価した例について紹介
する [5]．

3.1 実験条件
メダカ 10匹（Fish.1～Fish.10）についてそれぞれ 50

[min] 間の計測実験を行った．水槽内のエタノール濃度
を 10分ごとに 0.5%ずつ段階的に上昇させて，各時刻 n

における遊泳速度 v̂(n)と呼吸波の中心周波数 fv(n)を評
価した．二つの指標を統合的に評価するため，時刻 nに
おける魚の遊泳速度と呼吸波の中心周波数からなるベク
トル I(n)= [v̂(n),fv(n)]

Tと，エタノールが混入されて

:ビデオ解析 :提案システム

第 5 図 遊泳軌跡推定精度
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第 6 図 遊泳軌跡推定と呼吸波計測結果 [5]

いない水環境（通常水質）における遊泳速度の平均と呼
吸波の中心周波数の平均からなるベクトル µ= [v̄,f̄v]

T

との差をその分散共分散行列Σ−1で正規化したマハラ
ノビス距離M(n)を次式により求めた．

M(n)=

√
(I(n))−µ)TΣ−1(I(n))−µ) (4)

上式より，通常水質時のµから Iが離れれば離れるほど
マハラノビス距離M(n)は大きくなり，水質異常の指標
となる．

3.2 結果
第 6図に計測結果の一例を示す．上段から，エタノー

ル濃度，呼吸波の中心周波数 fv(n)，遊泳速度 v̂(n)，マ
ハラノビス距離M(n)の時間変化を示している．図より，
エタノール濃度の上昇に伴って，呼吸周波数が上昇し，
遊泳速度のばらつきが大きくなっており，マハラノビス
距離も大きくなっていることがわかる．
つぎに，マハラノビス距離が閾値 γ=7を超えた時間

が占める割合 pを 1分ごとに求め，各濃度の後半 5分
における全個体の平均 p̄とその標準偏差を第 7図に示
す．図より，エタノール濃度が 0.5% のときにマハラノ
ビス距離が閾値を超える時間帯が現れ，これ以降閾値を
超える時間帯の割合が上昇傾向にあることがわかる．さ
らに，各時間帯の p̄に対して Bonferroni法による多重
比較を行った結果，エタノール濃度が 0.5% のとき（15

～20[min]）に対して，1.5% （35～40[min]）と 2.0 %

（45～50[min]）との間に有意差 (p< 0.05)が認められた．
これは，魚の呼吸波と運動からエタノールの混入だけで
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第 7 図 マハラノビス距離が閾値 γを超えた時間が占める割
合：10個体の平均と標準偏差 [5]
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第 8 図 恐怖・不安情動誘発実験 [7]

なく，生体に対する影響の違いも評価できる可能性があ
ることを示している．
このような生体を用いた毒性検知法は，化学分析的手

法と比較して環境が生物に与える潜在的な影響を常時評
価できるという利点がある．われわれは，漂白剤の混入
に対しても同様の実験を行い，これを検出できることを
示した [2]．水処理施設などで本装置を用いれば，水質の
異常を生体影響の観点からモニタリングでき，水質汚染
事故を未然に防ぐことができる可能性がある．

4. 魚を測る：恐怖・不安情動モニタリン
グ [7]

第 8図に示す水槽とプロトコルに基づき，行動解析シ
ステムを用いてゼブラフィッシュの恐怖・不安情動に関す
る行動を解析した．以下，恐怖・不安情動の誘発に用い
た警報物質と実験条件，および実験結果について述べる．

4.1 警報物質
恐怖・不安行動はゼブラフィッシュの表皮に含まれる

警報物質によって人為的に誘発することができる．警報
物質の抽出手順を以下に示す．
(1) 深く麻酔したゼブラフィッシュの髄脊椎境界を切断
することによって安楽死させ，鱗を剥がす．

(2) 鱗屑を少量の水の中で粉砕して上清を調整し，鱗に
付着した表皮に含まれる警報物質抽出する．

(3) 警報物質抽出液を凍結チューブに分注し，使用する
まで−20℃で保存する．

4.2 実験条件
第 8図に示すように水槽上面の約 1/3をプラスチック

板で覆うシェルターと，投与する警報物質を水槽全体に
拡散させるためのチューブを設置した．ゼブラフィッシュ
を飼育水槽から捕獲する動作は魚の応答に影響を与える
可能性があるため，第 8図に示すように，飼育水槽の捕
獲後に 30分馴化させ，馴化水槽ごと計測水槽に入水さ

せて，静かに試験魚を計測水槽に試験魚を投入した．計
測時間は警報物質投与前 10[min]，投与後 30 [min] の計
40 [min] とし，8個体に対して計測を行った．

4.3 評価指標
ゼブラフィッシュは恐怖・不安情動が発現すると，高

速で遊泳したのち，暗所に停留する [14,15]ようになる
とともに，水底に静止して呼吸頻度が上昇する（フリー
ジング行動）．これらの行動を評価するため，以下の 8

指標を定義した．
(i) シェルター滞在確率
推定した魚の位置座標から (i) シェルター滞在確率
Pshelter(n) [% ]を次式により求めた．

Pshelter(n)=
T (m̂(n)⊂mshelter)

Twindow
×100 (5)

ここで，T (m̂(n)⊂mshelter)[s]は魚がシェルターの中に
滞在している時間，Twindow[s]は解析時間窓である．
(ii)シェルター滞在確率の標準偏差
(iii)遊泳速度
行動解析システムから得られた遊泳速度を評価指標と
した．
(iv)遊泳速度の標準偏差
(v)静止確率
推定した遊泳速度 v(n) から 静止確率 Pstop(n)[%] を次
式により定義した．

Pstop(n)=
T (v̂(n)<vstop)

Twindow
(6)

(vi)静止確率の標準偏差
(vii)呼吸周波数
推定した位置座標における PSDピーク値を示す周波数
Fv(n)[Hz] を呼吸周波数と定義した．
(viii)呼吸周波数の標準偏差

4.4 結果
第 9図に警報物質の投与前後 10[min] 間における評価

指標のレーダチャートを示す．ここで，投与前 10[min]

の指標を基準に標準化を行っている．図より，警報物質の
投与前後において各評価指標が変化していることがわか
る．シェルター滞在確率の標準偏差の有意な減少は，恐
怖・不安情動が発現すると身を守るために暗所に身を隠
すという暗環境の選好性 [20]を反映していると考えられ
る．また，遊泳速度と静止確率の変化はすくみ行動 [16]

やフリージング [14,15]が発現したためであり，呼吸周波
数の有意な増加はフリージングに伴う高頻度な呼吸 [15]

をとらえていると考えられる．
つぎに，試験魚 8匹のうち 1匹の特徴量を抜き出して

テストデータとし，残りの 7匹の特徴量を用いて通常情
動状態と恐怖・不安状態を特徴量空間において分割する
線形判別モデルを構成し，テストデータについて判別得
点を求めた．そして，全個体の特徴量が一回ずつテスト
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第 9 図 評価指標のレーダチャート

データとなるように線形判別モデルの構成と判別得点の
算出を繰り返した．なお，正の判別得点は通常情動状態，
負は恐怖・不安状態を表す．得られた判別モデルの線形
係数の平均と 30[s]ごとに求めた平均判別得点の時系列
データを第 10図に示す．線形係数の平均（第 10図 (a)）
より，構築した判別モデルにおいて遊泳速度の寄与率が
高いことを確認した．また，平均判別得点の時系列デー
タ（第 10図 (b)）より，警報物質投与直後（10[min]）に
おいて判別得点は急激に減少し，その後も平均判別得点
は恐怖・不安情動を表す負側に分布していることがわか
る．以上のように，行動解析システムを用いて得られた
指標からゼブラフィッシュの情動状態を判別できる．
さらに，第 11図に特徴的な 2個体から計測された遊

泳速度 v̂，シェルター滞在確率 Pshelter，および呼吸周
波数 Fv の時系列データを示す．図左の個体（Fish. 7）
は警報物質投与後（破線）に遊泳速度が急激に減少し，
シェルター滞在確率が 100 [%] に近づくが，徐々に通常
情動状態の評価指標値に戻ることがわかる．また，呼吸
周波数の変化は小さい．一方で，図右の個体 (Fish. 8)

は警報物質投与後，遊泳速度が 0に近づき，シェルター
滞在確率は常に 100[% ] に上昇する一方で，呼吸周波数
は急上昇したのちに徐々に下がっていることがわかる．
このように，恐怖・不安状態が運動に現れる個体と呼吸
に現れる個体が存在することは運動と呼吸を同時計測す
ることによって初めて明らかとなった．また，時間経過
とともに呼吸周波数が下がる現象は，魚が通常情動状態
に徐々に戻っている，もくは，環境に馴化していること
を表している可能性がある．このように，呼吸波を計測
することによって運動だけでは見いだせない情動状態の
変化を評価できる可能性がある．

5. おわりに
本稿では，小型魚類が発する呼吸に同期した生体電気

信号である呼吸波に着目し，行動解析システムとその応
用について解説した．本システムは呼吸波から運動を推
定するため，カメラを用いずに運動情報を取得すること
ができ，オクルージョンなどカメラシステムのための光
環境を整備する必要がないという利点を有している．水
質モニタリングへの応用では，エタノールの混入に対す
るメダカの運動と呼吸を計測し，エタノールの混入検出
と生体影響の度合いを評価できる可能性を示した．恐怖・
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第 11 図 遊泳速度，シェルター滞在確率，呼吸周波数の時
系列データ

不安情動推定への応用では，警報物質を投入することに
よってゼブラフィッシュの恐怖・不安情動を誘発し，魚
の情動状態の評価に呼吸周波数が重要である例を示した．
開発したシステムは脳波計 1台と PC2台を含む複雑な
構成であるため，今後，用途に応じて簡素化，小型化す
る必要があるが，魚の生体電気信号を測ることで情動状
態が表現可能な特徴量空間を構成できれば，人間と魚の
コミュニケーションの手段として利用できるかもしれな
い．また，ゼブラフィッシュはうつ病のモデル生物とし
て用いられているため，その情動変化を詳細に測ること
ができれば創薬分野に応用できる可能性がある．

(2018年 5月 31日受付)
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