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研究成果の概要（和文）：熱帯や亜熱帯に生息するシガテラ魚によって引き起こされるシガテラ中毒の原因物質
であるシガトキシン（CTX）の魚体内組成は、魚の生育環境や魚種によって異なり、シガテラ魚の毒化機構は未
だ明らかにされていない。本研究では、シガテラ魚の毒化機構を明らかにするため、in vitro CTX酸化反応系の
構築と酸化酵素の活性検出を行い、シガテラ魚及びその近縁種の肝臓抽出液を調製し、CTX酸化活性の比較を行
った。その結果、渦鞭毛藻が生産するCTX4A/4B、CTX3Cが魚体中で酸化される過程をヒトCYP3A4、ヒトミクロソ
ーム、及びシガテラ魚肝S9を用いたin vitro 実験で検証した。

研究成果の概要（英文）：Ciguatera fish poisoning is a clinical syndrome that causes neurological 
symptoms in patients and affects more than 50,000 people per year. This foodborne illness results 
from eating fish from warm water regions around the world that contain natural marine toxins that 
are collectively known as ciguatoxins (CTXs). In the Pacific, these toxins are produced by the 
dinoflagellate Gambierdiscus toxicus, which accumulates in fish through the food chain and undergoes
 oxidative modification, giving rise to numerous analogs. In this study, we aimed to verify the 
biooxidation process of CTXs in vitro using CTX4A/4B and CTX3C as substrates, and recombinant human 
CYP3A4, fish liver S9 fractions, and microsomal fractions as oxidizing enzymes. The reaction 
products were identified by LC-MS/MS analysis using reference toxins, which unambiguously confirmed 
the production of CTX1B, 54-deoxyCTX4B, 52-epi-54-deoxyCTX1B, 2-hydroxyCTX3C, and 2,
3-dihydroxyCTX3C.

研究分野： 海洋自然毒
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１．研究開始当初の背景 
シガテラはサンゴ礁域に生息する魚類（シ

ガテラ魚）に起因する自然毒食中毒であり、
年間 2～6 万人の被害が推定されている。原
因毒のシガトキシン類（CTXs）は、渦鞭毛藻
（Gambierdiscus toxicus ）によって産生さ
れ、食物連鎖によって移行することから個体
変化と地域差が大きく、多種類かつ超微量で
あるため、有毒魚の蒐集や分析に必要な標準
毒の確保が困難であった。このような中、太
平洋型 CTXs の 23 成分の構造が決定され、基
本骨格が CTX1B と CTX3C に大別される事、同
族体は分子末端の酸化や開環によって生じ
ることが明らかにされ、現在 30 種類以上の
同族体が報告されている。さらに、CTX 類 10
成分を標品として LC-MS/MS 分析法が開発さ
れた。しかし、食物連鎖による毒化要因の追
跡解析やシガテラ魚生体内における毒化機
構の詳細は明らかにされていない。そこで、
CTX 酸化能が高く、試料の入手経路が確保さ
れているバラフエダイ等の沖縄産シガテラ
魚でCTX酸化酵素の活性を調べることによっ
て毒化機構の解明が可能である。 
 
２．研究の目的 
熱帯・亜熱帯域の魚類は、食物連鎖を介し

て有毒渦鞭毛藻の毒シガトキシン（CTX）を
蓄積し、食中毒（シガテラ）の原因となる。
原因毒の CTX 類は 30 種類以上の同族体が報
告されており、食物連鎖の過程でシガテラ魚
生体内において、毒性の弱い非酸化型から毒
性の強い酸化型へ変換される事が推定され
ている。しかし、シガテラ魚に含まれる CTX
類は多種類かつ超微量であるため、分析に必
要な標準毒の確保が難しくその毒化機構は
明らかにされていない。そこで本研究では、
大量蒐集した沖縄産シガテラ魚から抽出精
製して作製したCTX標準毒を基質にして、CTX
酸化能が高いと考えられるバラフエダイ等
のシガテラ魚肝臓から肝ホモジェネートを
作製してその CTX 酸化活性を調べ、魚種間で
の活性比較によってシガテラ魚の毒化機構
を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
肝臓の異物代謝及び酸化反応に広く寄与

し、よく研究されているヒト CYP3A4 やヒト
肝ミクロゾームを利用して CTX の in vitro
酸化の反応条件を検討し、in vitro CTX 酸化
反応系を構築した。この反応系を利用してシ
ガテラ魚肝臓から調製した肝ホモジェネー
ト（S9 画分）中の CTX 酸化酵素の活性を検出
した。LC-MS による酸化生成物の分析を行う
ことによって魚種間のCTX酸化活性プロファ
イルを作成し、魚体内での CTX 酸化反応につ
いて明らかにした。LC-MS 分析は、既報（文
献 1）の一斉分析法に準じて、国立医薬品食
品衛生研究所の協力によって行われた。 
実験試料は、沖縄県周辺海域に生息するシ

ガテラ魚 3 種 9 個体（Lutjanus bohar、

L.monostigma、Oplegnathus punctatus）及
びその近縁種で非シガテラ魚と知られる2種
9個体（L. gibbus、L. fulviflamma）合わせ
て 18 個体を蒐集し、肝臓から肝組織抽出液
（S9 画分）を調製した。S9 画分からさらに
精製を進め、サイトゾール（Cyt）画分とミ
クロゾーム（Mic）画分を調製し、S9、Cyt、
Mic の各画分を in vitro CTX 酸化反応系にお
いて各酵素溶液として使用した。 
 
４．研究成果 
 基質として CTX4A/4B、及び CTX3C を用いて
ヒト CYP3A4 及びヒト肝ミクロゾームによる
これら基質の酸化反応を調べるため、反応条
件（反応時間、反応温度、基質及び酵素量等）
を検討し、in vitroにおける CTX 酸化反応系
の構築を試みた。その結果、反応条件として
反応温度37℃、反応時間60分による in vitro 
CTX 酸化反応系を構築することができた。
LC/MS による CTX 酸化反応生成物の分析の結
果、CTX4A/4B を基質にした場合、ヒト CYP3A4
による in vitro 酸化反応において、CTX4A/4B
の酸化型である CTX1B、M-seco-CTX4A/4B、及
び 7-hydroxyCTX4A/4B が検出され（図１）、
CTX3C を基質にした場合、51-hydroxyCTX3C
が検出された（図２）。また、CTX4A/4B を基
質にした場合、ヒト肝ミクロゾームによる酸
化 反 応 物 と し て CTX1B 、
52-epi-54-deoxyCTX1B、54-deoxyCTX1B、及
び M-seco-CTX4A/4B が検出された。これらの
結果から、ヒト CYP3A4 及びヒト肝ミクロゾ
ームが in vitro における CTX 酸化反応に利
用可能であることが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．ヒト CYP3A4 による CTX4A/4B の in vitro酸化 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２．ヒト CYP3A4 による CTX3C の in vitro酸化 

 
次に、表１に示した沖縄県周辺海域に生息

するシガテラ魚３種 9個体（バラフエダイ: L. 
bohar、イッテンフエダイ: L.monostigma、
イシガキダイ：O. punctatus ）及びその近
縁種で非シガテラ魚と知られる 2 種 9 個体
（ヒメフエダイ:L.gibbus、ニセクロホシフ



エダイ：L.fulviflamma）を蒐集し、肝組織
抽出液（S9 画分）を調製して、S9 画分に含
まれる CTX 酸化酵素の活性の検出を行った。
その結果、CTX4A/4B を基質に沖縄県周辺海域
で代表的なシガテラ魚であるバラフエダイ
（L.bohar）S9 画分を用いた in vitro CTX 酸
化反応の場合、CTX4A/4B の酸化型である
54-deoxyCTX1B 及び、52-epi-54-deoxyCTX1B
が検出された（図３）。また、CTX３C を基質
にした場合は、CTX３C の酸化型である
2,3-dihydroxyCTX3C が検出された（図４）。
さらに、CTX 酸化酵素の精製を進めるために、
肝 S9 画分からミクロソーム画分及びサイト
ゾール画分の分離を行い、それぞれの画分に
よる CTX4A/4B の酸化活性を調べたところ、
CYP3A4 などの酸化酵素を含むミクロソーム
画分による酸化反応において、S9 画分と同様
に CTX4A/4B の 酸 化 型 で あ る
52-epi-54-deoxyCTX1B 及び、54-deoxyCTX1B
が検出された（図５）。これらの結果から、
54-deoxyCTX1Bや2,3-dihydroxyCTX3C等の酸
化型の CTX は、魚肝中に存在する CYP 等の酸
化酵素によって CTX4A/4B や CTX3C が酸化さ
れた結果生じた酸化生成物であることが示
された。 

表 1．蒐集した魚種リスト 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３．バラフエダイ肝臓 S9 画分による CTX4A/4B の 

in vitro 酸化 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４．バラフエダイ肝臓 S9画分による CTX3C の in vitro 

酸化 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５．バラフエダイ肝臓 Mic 画分による CTX4A/4B の 

in vitro 酸化 

 
 バラフエダイに加えて、沖縄県周辺海域で
代表的なシガテラ魚であるイッテンフエダ
イ （ L.monostigma ） 及 び イ シ ガ キ ダ イ
（Oplegnathus punctatus）について同様の
分析を行ったところ、CTX4A/4B 及び CTX3C を
基質にした場合、イッテンフエダ肝 S9 を用
いた in vitro 酸化実験では、CTX4A/4B 及び
CTX3C の 酸 化 型 で あ る CTX1B 、
52-epi-54-deoxyCTX1B 、  54-deoxyCTX1B 、
2-hydroxyCTX3C が検出され、イシガキダイ肝
S9 を用いた in vitro 酸化実験でも同じよう
に CTX1B 、 52-epi-54-deoxyCTX1B 、
54-deoxyCTX1B 、 M-seco-CTX4A/4B 、
2,3-dihydroxyCTX3C、 51-hydroxyCTX3C が検
出された。 
一方、これらシガテラ魚の近縁種で、沖縄

県周辺海域で非シガテラ魚（無毒魚種）とし
て知られるヒメフエダイ（L. gibbus）及び
ニセクロホシフエダイ（L.fluviflamma）の
肝 S9 を用いた in vitro酸化反応では、酸化
型CTXであるepi-deoxyCTX1B、54-deoxyCTX1B、
及び CTX1Bの高いピークが検出され、さらに、
シガテラ魚に比べこれらの魚種の方が肝臓
中の CTX 酸化活性が高いことが分かった（図
６）。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図５．ヒメフエダイ肝臓 S9 画分による CTX4A/4B の 

in vitro 酸化 

 
これらの結果から、ヒト CYP3A4、ヒトミク

ロソーム、及びシガテラ魚肝 S9 による
CTX4A/4B及びCTX３Cのin vitro酸化反応は、
図6に示すようにその分子両端で起こること
が分かった。また、渦鞭毛藻が生産する
CTX4A/4B、CTX3C が魚体中で酸化される過程
をヒト CYP3A4、ヒトミクロソーム、及びシガ
テラ魚肝 S9を用いた in vitro 実験で検証し、
シガテラ魚毒組成の形成に寄与していると
推 定 し た 。 CTX4A/4B の 酸 化 物 と し て
52-epi-54-deoxyCTX1B 、 54-deoxyCTX1B 、



CTX1B を検出し、酸化が更に進行することや
M 環の開環も示唆された。さらに、バラフエ
ダイ肝 S9に見出された CTX4A/4B 酸化活性の
強さは、個体間による違いがみられ、イッテ
ンフエダイとの種間による酸化活性の強さ
の違いも見られたことから、酸化活性の違い
がシガテラ魚毒組成の個体差や種間差を生
む原因となると考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６．魚肝 S9 及びヒト CYP3A4 による CTX4A/4B、CTX3C

の酸化部位 
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