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研究成果の概要（和文）：七尾湾のトラフグ親魚が、嗅覚によりテトロドトキシン（TTX）に誘引され産卵場を
選択しているかを解析した。トラフグ親魚は、Y字水路においてTTXに対して誘引されず、TTXに対する嗅覚応答
は小さな応答のみであり、TTX暴露群と対照群の脳内の記憶因子（NMDA受容体）と生殖腺刺激ホルモン放出ホル
モン（GnRH1）遺伝子、および嗅上皮のニオイ受容体遺伝子の遺伝子発現に差異はなく、七尾湾のトラフグ産卵
場においてTTXは検出されず、またTTX産生細菌の近縁種がTTXを産生しているかは不明であった。以上の結果、
トラフグ親魚はTTXを指標として産卵場を選択していないことが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：It has been reported that juvenile tiger puffer (Takifugu rubripes) showed 
selectivity to tetrodotoxin (TTX) using olfactory cues, and TTX-producing bacteria were detected in 
the spawning site of Nanao Bay. The possibility of spawning site selection of adult tiger puffer 
using olfactory-mediated TTX detection was investigated. Matured adults did not show selective 
behavior to TTX in the Y-maze experiment and showed only a small electro-olfactogram response to 
TTX. There was no difference of gene expression levels of imprinting-related N-Methyl D-Aspartate 
receptor and gonadotropin-releasing hormone 1 in the brain as well as olfactory receptors in the 
olfactory epithelium between TTX-exposed and control groups. TTX was not detected in the spawning 
site of Nanao Bay. And related species of TTX-producing bacteria were detected but did not confirm 
TTX production. In contrast to juveniles, adult tiger puffer did not use TTX using olfactory cues 
for spawning site selection.

研究分野：魚類生理学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
トラフグ稚魚が嗅覚を用いてTTXに誘引されることが報告され、また七尾湾のトラフグ産卵場においてTTX産生細
菌が検出されたことから、トラフグ親魚が嗅覚によりTTXに誘引され産卵場を選択しているかを解析した。トラ
フグ親魚は、TTXに誘引されず、また七尾湾のトラフグ産卵場においてTTXは検出されなかったことから、トラフ
グ親魚はTTXを指標として産卵場を選択していないと結論づけられた。本研究において、七尾湾の底質や海水中
の微生物群集構造が解析され、トラフグ親魚の脳内の記憶因子とホルモン因子および嗅上皮のニオイ受容体遺伝
子が解析され、今後の研究に役立つことが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
1. 研究開始当初の背景 

我国の重要な水産資源である海洋沿岸回遊魚のトラフグ（Takifugu rubripes）は、開放系湾の

特定の海底を選択して沈性粘着卵を産卵する。近年、トラフグ稚魚がフグ毒であるテトロドトキ

シン（TTX）を嗅覚により受容し誘引されることが報告され 1)、また七尾湾のトラフグ産卵場に

おいて TTX 産生細菌（Vibrio alginolyticus）が検出された 2)。しかし、トラフグ親魚が TTX に誘

引されるかは不明であった。本研究は、①七尾湾におけるトラフグは TTX を嗅覚により感受し

て産卵場を選択するか、②トラフグ親魚は TTX を記憶因子としているか、③TTX はどのように

産生されるか、④トラフグ産卵場の環境を整備することができるか、の課題を解明するため研究

を開始した。 

 

2. 研究の目的 

本研究は、七尾湾におけるトラフグの嗅覚による産卵場の選択メカニズムを解明する目的

で、①トラフグ親魚の TTX に対する誘引行動および嗅覚応答解析、②TTX 暴露トラフグ親魚の

脳における TTX に対する記憶因子とホルモン制御遺伝子、および嗅上皮におけるニオイ受容体

遺伝子の発現解析、③トラフグ産卵場における TTX の検出および微生物群集構造解析、④トラ

フグ産卵場の環境整備方策、の課題を解析した。 

 

3. 研究の方法 

① トラフグ親魚の Y 字水路における誘因行動解析：5 月～6 月に石川県能登町鵜川沖の富山湾

の定置網で捕獲された活トラフグ雌雄を購入し、金沢大学理工学域能登海洋水産センターに運

搬した。照度が 0.08Lux 以下となった 19 時以降、TTX 類に対する誘引行動実験を実施した。

成熟、産卵直後、退縮後のトラフグ雌雄親魚の TTX 類に対する行動反応を Y 字水路におい

て、両水路に 30 L/ min を注水し、一方の水路最上流部から蒸留水で 500・1000・2000 マウスユ

ニット（MU）に調整した TTX 類を 1 時間で全て滴下し実験群、他方の水路を対照群とした。

20 分の馴化時間後、ゲートを外し、各水路を 3m ごとに分割し、点数を決め（起点であるプー

ル部を 0 点、実験群水路を最上流部から+3 点、+2 点、+1 点とし、対照群水路を最上流部から-

3 点、-2 点、-1 点）、ゲートを外してから 10 分間の魚の位置に基づき次のように数値化した。

各試験区は、それぞれ異なる５尾で行い、1 尾あたり５回試行した平均値を用いた。 

② トラフグ親魚の嗅覚応答解析：トラフグ親魚を用いて、フェノキシエタノール麻酔下におけ

る TTX 類とアミノ酸による嗅覚刺激に対する嗅電図（EOG）の測定を行った。嗅覚刺激を行う

際に、用いるコントロール水は供試魚の飼育海水を淡水（井戸水）で 30%および 300%に希釈

したものを用いた。嗅覚刺激は L-Alanine（10-3M）、TTX 類（500MU）の濃度を用いた。EOG

の測定は、Evans & Hara. (1985)4)の方法に準じて行った。 

③ TTX 暴露トラフグ親魚脳における TTX に対する記憶因子とホルモン制御遺伝子発現解析：

Y 字水路 TTX 選択行動実験のトラフグ成魚の脳試料から、全脳のトータル RNA を調製し、全

脳中の生殖腺資源ホルモン放出ホルモン（gnRH1）および記憶因子 NMDA 受容体 NR2 サブユ

ニット（grin2a-1）の遺伝子発現量をリアルタイム PCR 法で解析した。 

④ TTX 暴露トラフグ親魚嗅上皮におけるニオイ受容遺伝子の発現解析：TTX 暴露試験に供し

た非暴露（コントロール）4 個体、1000 unit/L TTX 暴露 4 個体、2000 unit/L TTX 暴露 6 個体を

用いた。ReliaPrep RNA Tissue Miniprep System（Promega）を用いて全 RNA を抽出した。150ng/

サンプルの全 RNA から、Illumina Stranded mRNA Prep Ligation 用（Illumina）いて cDNA ライブ



ラリーを構築した。14 個体由来のライブラリーを異なるインデックスで標識し、HiseqX

（Illumina）を用いたマルチプレックスシーケンシングを行った。 

⑤ TTX 類の精製： TTX および TTX の類縁体である 5,6,11-trideoxyTTX（TDT）は、Okabe et 

al. (2021)3)の手法を用いて、トラフグ卵巣およびオオツノヒラムシに、0.1％酢酸を加えホモジ

ナイズ後、100℃で 10 分間加熱して TTX 類を抽出し、遠心分離して酢酸層を回収し、水酸化ナ

トリウム水溶液を加えて pH を調整し、活性炭カラムに供し、蒸留水で洗浄後、0.1％酢酸を加

えて TTX 類を回収して実験に供した。 

⑥ TTX の検出：トラフグの産卵場の底砂から TTX が検出されるか調べるため、公定法に準じ

て酢酸抽出後、活性炭カラムで濃縮・簡易精製後、LC-MS/MS 分析を実施した。 

⑦ トラフグ産卵場における微生物群集構造解析：トラフグ産卵期の 5 月におよび非産卵期の

10 月に海水と海底堆積物を採集した。滅菌した遠沈管に非産卵場と 産卵場の海水と海底堆積

物を採取した。さらに、堆積物中の微生物によるアミノ酸や TTX 産生微生物が存在するかを詳

細に解析するため、0.45μm のメンブレンフィルターでろ過滅菌した各地点の海水 500ml と各地

点の未滅菌堆積物 100g を滅菌済み 1L フラスコに入れ, 15℃でエアレーションし、24 時間後の

海水を採取した。各海水試料は 0.2μm のメンブレンフィルターを用いて吸引ろ過して微生物を

フィルター上に捕集し、そのフィルターごと DNA 抽出を行った。一方で, 堆積物試料は 0.1g

から直接 DNA 抽出を行った。DNA 抽出は, FastDNA SPIN Kit for Soil (MP Biomedicals) のプロ

トコルに従って行い、それをテンプレートとして PCR にかけ、その増幅産物を DCode system 

(BIO-RAD) を用いた変性剤濃度勾配ゲル電気泳動（DGGE）で分離した。その特徴的に見られ

たバンドから DNA を抽出し、TA クローニングした後、その塩基配列を決定し、その配列を

BLAST 検索することで菌種を同定した。 

  

4. 研究成果 

(1) トラフグ親魚の Y 字水路における誘因行動解析：TTX 類がトラフグ親魚に与える影響を調

査した結果、トラフグ親魚の各成熟段階において、TTX 類に対して誘引行動は観察されなかっ

た（図１）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(2) トラフグ親魚の嗅覚応答解析：供試魚の飼育海水を淡水（井戸水）で 30%および 300%に希

釈したコンロトール水を用いた L-Alanine（10-3M）および TTX 類（500MU）に対する嗅覚応答

はどちらも非常に小さな応答しか認められなかった。 

図１．TTX 類に対する排卵後雌と排精中雄（A）、および成熟雌雄、

排卵・精後雌雄、退縮雌雄（B）の誘引行動。青：雄・赤：雌 

A B 



(3) TTX 暴露トラフグ親魚脳における TTX に対する記憶因子とホルモン制御遺伝子発現解析：

gnrh1 の発現量は、対照群（非暴露群）では雌雄共に、生殖腺が退縮した個体は成熟個体に比

べて低くなった。TTX 暴露群は、対照群の退縮個体と同程度の低いレベルを示した。一方、

grin2a-1 の発現量は、対照群では雄で退縮個体は成熟個体に比べて高かった。TTX 暴露群は、

雄で対照群の退縮個体と同程度の高いレベルを示した。TTX 暴露群の生殖腺が退縮した個体が

多かったこと（図中に漢字 1 文字で生殖腺の状態を示す）を考えると、TTX 暴露群の gnrh1 の

発現量が低く grin2a-1 の発現量が高かったのは、生殖腺の成熟状態による可能性が高い。TTX

暴露による両遺伝子の発現への影響は見られなかったと考えられた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(4) TTX 暴露トラフグ親魚の嗅上皮におけるニオイ受容遺伝子の発現解析：全遺伝子発現パタ

ーンによる比較：全遺伝子（contig）の発現パターンの類似性を基に、MDS による多変量解析

を行った。コントロール、1000 unit/L TTX 暴露区、2000 unit/L TTX 暴露区の各サンプルは、同

一試験区同士で近傍に配置することはなく、コントロールと TTX 暴露区、あるいは 1000 unit/L 

TTX 暴露区と 2000 unit/L TTX 暴露区を区別するような大きな遺伝子発現パターンの違いはな

いと考えらえた（図３）。トラフグは TTX を匂いとして感知すると考えられることから、嗅覚

レセプター遺伝子の発現を調べた。得られた contig のうち、嗅覚レセプター遺伝子とアノテー

ションされたものは、odorant receptor（OR）が 63 個、trace amine-associated receptor（TAAR）

が 11 個、vomeronasal receptor（VR）が 10 個であった。嗅覚レセプターの発現は各試料間でそ

れぞれ異なり、各試験区が別個のクラスターを形成することはなかったことから、コントロー

ルと TTX 暴露区、あるいは 1000 unit/L TTX 暴露区と 2000 unit/L TTX 暴露区で嗅覚レセプター

の発現構成に差はないと考えられた（図４）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２．TTX 類暴露によるトラフグ親魚の全脳内の GnRH1 と NR2 の mRNA 量

図３．全遺伝子の発現パターンに基づく、

MDS 法を用いた各サンプルの多変量解析 

図４．嗅覚レセプター遺伝子の発現

パターン 



TTX 暴露区とコントロール区の比較では、発現変動遺伝子が 89 個検出され、このうち 20 個は

TTX 暴露区で発現が低下し、69 個は TTX 暴露区で発現が上昇していた。嗅覚レセプター遺伝

子は発現変動遺伝子として検出されず、上述の嗅覚レセプター遺伝子のクラスター解析同様

に、個々の嗅覚レセプター遺伝子についても、TTX 暴露による発現変化は認められなかった。

TTX 暴露区で低下する発現変動遺伝子として検出されたリポカリンは魚類では tributyltin-

binding proteins として働き、トラフグではリポカリンドメインを持つ PSTBP が TTX 結合能を

有することが報告されている 5)。リポカリンの発現変動と TTX 暴露との関連に興味が持たれ

る。一方、これら発現変動遺伝子を用いた GO エンリッチメント解析を行った結果、TTX 暴露

によって血管内皮の形成に関わるカスケードの亢進、heme 結合に関わるカスケードの低下が示

唆された。 

 

(5) TTX の検出：トラフグの産卵場の底砂から TTX が検出されるか調べるため、公定法に準じ

て酢酸抽出後、活性炭カラムで濃縮・簡易精製後、LC-MS/MS 分析を実施したが、TTX は検出

されなかった。 

 

(6) トラフグ産卵場における微生物群集構造解析：2022 年 5 月の海水と堆積物を使用して同様

のインキュベーション実験を行い、細菌群集構造の変化と特徴的だった菌種の同定を行った。

その結果、2022 年のインキュベーション実験でも相同性は若干低い (98.36%) ものの Vibrio 

alginolyticus に近縁な種が産卵場からのみ検出された。しかし、検出された本菌種が海水中で優

占種になっていないことや、テトロドトキシンを産生しているかは不明であるため、今後も引

き続き調査を続けるとともに、培養法による分離を行いテトロドトキシン産生の有無を確認し

ていく必要があると考えられた。さらに、七尾湾のトラフグ産卵場の海底堆積物と海水中の詳

細な微生物群集構造を明らかにするために、2020 年の産卵場の海底堆積物と海水中の微生物群

集構造を次世代シークエンサーmiseq (イルミナ) を用いて調べた。その結果、七尾湾の底泥中

には季節を問わず Proteobacteria 門の細菌が優占していた。また, 非産卵期 (10 月) には

Actinobacteria 門細菌が, 産卵期 (5 月) には Cyanobacteria 門細菌の割合がそれぞれ増加するこ

とが見いだされ、緩やかな季節変動をしていることも推察された。一方、堆積物と海水中の細

菌群集構造を比較した結果、堆積物と海水では生息している細菌に違いが見られ、堆積物には, 

Verrucomicrobia 門、Planctomycetes 門、Chloroflexi 門の細菌が高い割合で生息している一方、海

水には Cyanobacteria 門の細菌が優占していた。特異なアミノ酸やテトロドトキシンを産生する

微生物の推定とまでには至らなかったが、これまでにトラフグが産卵場として利用する七尾湾

の底質や海水中の微生物群集構造を解析した報告例はなく、これらのデータは水産学や微生物

生態学的知見の蓄積に貢献できたと考えられた。 
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