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研究成果の概要（和文）：フグやイモリに含まれる神経毒テトロドトキシン(TTX)の生合成は未だ解明されてい
ない。陸上におけるTTXの生合成経路解明を目指し、有毒イモリ生息地の環境メタゲノム解析および有毒イモリ
由来の新規TTX関連物の探索を行った。有毒イモリ抽出物より新規TTX類縁体を得て、さらに既報成分の構造を改
訂した。新規環状グアニジン化合物を複数発見し、そのうち2成分は新規三環性骨格を有することを明らかにし
た。得られた化合物の化学構造から、陸上におけるTTX生合成経路について知見を得た。また有毒イモリ生息地
の環境メタゲノムからFosmid libraryを作成し、PCRスクリーニングと次世代シーケンサーで解析した。

研究成果の概要（英文）：The biosynthesis of tetrodotoxin (TTX), a potent neurotoxin distributed in 
pufferfish and newt, has not yet been elucidated. With the aim of elucidating the biosynthetic 
pathway of TTX in terrestrial organisms, we conducted metagenomic analysis of environmental DNA 
obtained from the toxic newt habitats, and screening for new TTX-related compounds from toxic newts.
 New TTX analogues was identified from the toxic newt extract. The structure of the previously 
reported TTX analogue was revised in this study. We discovered novel cyclic guanidino compounds 
including two novel skeletal tricyclic compounds. The chemical structures of the obtained compounds 
provided insight into the biosynthetic/shunt pathways of TTX in terrestrial organisms. The fosmid 
metagenomic library was prepared from the environmental samples of the toxic newt habitat. PCR 
screening of possible biosynthetic genes of TTX and sequencing of the library by Next Generation 
Sequencer were performed. 

研究分野：天然物化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
最も有名な自然毒の一つで、重要な食中毒原因物質でもあるテトロドトキシン(TTX)の生合成に関する研究を行
った。有毒イモリより新たなTTX類縁体を2種同定することができ、さらに既報の成分1種の構造改訂を行った。
新規骨格構造を持つ化合物2種を含む新規環状グアニジノ化合物を得て、その構造を詳細に解析した。陸上にお
けるTTXの推定生合成およびシャント経路において多様な化合物が生成することを示し、新規化合物の構造から
生合成経路への新たな知見が得られたことから、学術的・社会的な意義がある。有毒イモリ生息地の環境メタゲ
ノムの塩基配列を解読し、今後、生合成経路の解明に貢献し得るデータが取得できた。

※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 
 テトロドトキシン (tetrodotoxin, TTX, 1) は電位依存性ナトリウムチャネルを強力に阻害する
神経毒であり、フグや巻貝などの海洋生物、陸上のイモリやカエルなど広範な生物種に含まれる。
代表的な自然毒でありながら、TTX の生合成は未だ解明されていない。食中毒の原因物質とし
て、また強力な生物活性と特異な構造を有する天然有機化合物として、TTX の生合成の解明は
重要な課題である。しかしながら、生合成に関連する遺伝子や酵素および TTXを構成する小分
子は未同定であり、生合成経路を解明するための手がかりが乏しい状況にある。 
生合成の研究には TTXの生産者の同定が重要であるが、イモリの TTXの起源は外因性か内因
性かの議論が長らく続いている。研究代表者らの先行研究では、有毒イモリの卵を孵化させて研
究室で人工飼育したアカハライモリ (Cynops pyrrhogaster) が TTXの生産能を持たないこと、さ
らに無毒となったイモリが経口投与された TTXやその類縁体を身体組織に蓄積することが示さ
れた。1,2イモリの毒が外因性であることを示唆するこれらの結果から、有毒イモリ生息地に真の
TTX生産者がいると推測した。また、TTXを含有するイモリから、新規 TTX類縁体および TTX
の生合成に関連すると推測される新規グアニジノ化合物を探索し、それらの化学構造から陸上
における TTXの生合成経路を推定してきた。3–5生合成関連物の探索によって推定した生合成経
路に基づき、未知の TTX生産者を含む環境サンプル中のメタゲノムを解析することで、TTXの
生合成遺伝子が同定できると考えた。 

 
２．研究の目的 
本研究では陸上における TTXの生合成経路の解明を目指し、以下の二つの目的を設定した。 
（１） TTXの最終構造からは、その複雑な構造がどのように構築されるかを予測することは困
難である。天然に存在する TTXの生合成関連物（生合成中間体）を新たに同定すること
で、生合成経路の同定を目指した。質量分析器（MS）を用いて有毒イモリから TTXに
関連すると思われる新規成分を探索した。新規 TTX類縁体および TTX関連化合物の化
学構造を解析し、その構造から TTXの生合成経路の推定を試みた。 

（２） TTX の生合成遺伝子の同定を目指した。未知の TTX 生産者が有毒イモリの生息地に存
在すると考え、有毒イモリの付着菌および有毒イモリが生息する湿地帯の土壌・水泥か
ら、環境メタゲノムを取得した。環境メタゲノムの塩基配列を解析することで、TTXの
推定生合成遺伝子の同定を目指した。 

 
３．研究の方法 
（１）有毒イモリからの新規化合物の探索と構造解析 

TTX を含有するイモリの粗抽出物から高分解能 LC-MS を用いた新規化合物の探索を行った。
アメリカのサメハダイモリ  (Taricha granulosa)、日本のオキナワシリケンイモリ  (Cynops 
ensicauda popei) から新規成分と推測される成分を各種クロマトグラフィーで精製し、NMRで構
造を解析した。DFT計算によるケミカルシフトおよびカップリング定数の解析と DP4+による相
対立体化学の解析で構造を確認した。得られた 1-N-hydroxy 型の TTX 類縁体 2 種に関しては、
Zn-AcOHによるN-hydroxy基の還元を行うことで構造を確認した。さらに反応生成物を新規TTX
類縁体の標品として、有毒イモリから同定を試みた。 
 
（２）有毒イモリ生息地における環境 DNAのメタゲノム解析 

TTX を含有するイモリおよび、その生息地の土壌と水泥を採集した。イモリの付着菌および
各環境サンプルより DNAを抽出し（環境 DNA）、不純物の除去およびサイズ選択（～40 kb）を
行った。環境 DNAを insertとして Fosmid ベクターに組み込み、Fosmid libraryを作製した。各
種条件を検討することでライブラリーサイズの拡張を試みた。推定生合成経路上の酵素を指標
として、縮重プライマーを用いて目的の酵素遺伝子を有するクローンのスクリーニングを行っ
た。選抜したクローンから、insert部分を制限酵素で切り出し、その塩基配列を次世代シーケン
サーで解析した。環境 DNAから TTXの生合成遺伝子を探索した。 
 
４．研究成果 
（１）有毒イモリからの新規化合物の探索と構造解析 
 オキナワシリケンイモリより検出された新規 TTX 類縁体を単離構造解析し、主に NMR によ
る解析で 1-hydroxy-8-epiTTX (2)と同定した（図 1A）。さらに、サメハダイモリより過去に報告が
ある N-hydroxy 型の TTX 類縁体 1-hydroxy-5,11-dideoxyTTX6が得られた。本化合物の立体化学
を再解析し、1-hydroxy-8-epi-5,11-dideoxyTTX (3)と構造改訂した（図 1A）。それぞれ Zn-AcOHに
よる還元反応に供し、HILIC-LC-MS で反応物を解析した。化合物 2 の生成物が過去に単離した
8-epiTTX (4)と同一の保持時間を示すことから、2 が 1-hydroxy-8-epiTTX であることを確認した
（図１B）。さらに、3 の反応生成物として得られた 8-epi-5,11-dideoxyTTX（5）がサメハダイモ
リの抽出精製物から LC-MSで検出され、5が天然に存在する新規 TTX類縁体であることを明ら
かにした（図 1C）。以上より、有毒イモリに特異的な 8-epi体および 1-N-hydroxy体の TTX類縁
体を複数同定し、陸上における TTX類縁体の多様性を示した。7 



 

 
図１．（A）新規テトロドトキシン (TTX) 類縁体 1-hydroxy-8-epiTTX (2)と構造改訂した 1-hydroxy-
8-epi-5,11-dideoxyTTX (3)、およびそれら還元生成物 (4, 5)の化学構造．（B）LC-MSによる 2の
反応物解析 (i) 単離した既知 TTX類縁体 45, (ii) 2の還元生成物．（C）LC-MSによる 3の反応物
解析 (i) 3の還元生成物, (ii) サメハダイモリ (Taricha granulosa) の抽出精製物 
 
サメハダイモリより新規環状グアニジノ化合物 Tgr-238 (6)と Tgr-240 (7)を発見し、その構造を
解析した（図２）。また、先行研究 5により存在が示唆されていた Cep-228A (8)を NMRで解析可
能な量を得て、その構造を解析した (図２)。さらに新規性の高い構造を持つ成分として、新規三
環性骨格を有する Tgr-288 (9)と Tgr-210 (10)を発見した (図２)。Tgr-288は二成分（Tgr-288A (9a)
と Tgr-288B (9b)）の混合物であり、long-range HSQMBC8による 4JCHの解析や C-Hカップリング
定数の DFT計算によってその構造を詳細に解析した。また DP4+9による解析を行い、推定した
相対立体配置が支持されることを確認した。 

 
図２．環状グアニジノ化合物 Tgr-238 (6), Tgr-240 (7), Cep-228A (8), Tgr-288A (9a), Tgr-288B (9b), 
Tgr-210 (10)の化学構造と、化合物 9の long-range HSQMBCによる 4JCHの解析 
 
先行研究で得られた化合物の構造から、グアニジノ基を有するモノテルペン geranyl guanidine
を由来とする経路を提唱してきた。3,4本研究で得られたいずれの成分も geranyl guanidineに由来
する成分として妥当な構造を有していた。先行研究 3–5と本研究で得られた化合物 7,10の化学構
造から図３に示す分岐型の生合成およびシャント経路が推定された。陸上 TTXの推定生合成経
路ではユニークな構造を有するグアニジノ化合物群が生成されることを示す結果を得た。以上



の成果を関連学会で発表し、論文を公表した。7,10 
 

 
図３．陸上におけるテトロドトキシンの推定生合成およびシャント経路 
 
（２）有毒イモリ生息地における環境 DNAのメタゲノム解析 
各環境サンプルより得た環境 DNAを insertとして、Fosmid libraryを作製した。サンプリング
方法、長鎖 DNA の抽出法、サイズ選択方法、fosmid ベクターへの導入方法の各段階を検討し、
ファージパッケージングの効率を向上させ、38万クローンからなる Fosmid libraryが作製できた。
縮重プライマーを用いた PCR スクリーニングを全クローンに対して実施したところ、目的のサ
イズのバンドを示すいくつかのクローンが発見できた。PCR スクリーニングのヒットを含む、
選抜した 2千クローンの Fosmid から insert配列のみを切り出し、次世代シーケンサーによる塩
基配列解析を委託した。得られた配列は環境 DNAとして妥当な内容であることが BLAST 解析
から示され、多数の二次代謝産物の生合成遺伝子クラスターが含まれていることが確認された。
探索の指標としていた酵素に対応する塩基配列も複数確認できた。有毒イモリ生息地の環境
DNA によって構成される独自のライブラリー、およびその一部の塩基配列情報を得ることに成
功したが、未だ TTX生合成遺伝子と推定できるものはなく、詳細なバイオインフォマティクス
解析と更なる生合成遺伝子探索が必要であると考えられた。 
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