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研究成果の概要（和文）：無毒養殖フグを用いた種々のテトロドトキシン（TTX）投与実験、ならびに数種天然フグと
ツムギハゼの体内毒分布の調査により、これらのTTX保有魚類では、成長に伴う皮／肝臓の発達、および性成熟に伴う
卵巣の発達／成熟に依存してTTXの体内動態が変化することを明らかにした。一方、数種のフグを対象にTTX結合性タン
パク質（PSTBP）の相同遺伝子を探索し、トラフグには3つの候補遺伝子があり、そのうち2つはタンパク質として血漿
中に存在すること、他の有毒フグ3種も2ドメインタイプのものをもち、それらの糖鎖結合部位の相違が毒蓄積能に関与
する可能性があることを示した。

研究成果の概要（英文）：Various tetrodotoxin (TTX) administration experiments using non-toxic cultured puf
ferfish, and investigations on internal TTX distribution of several wild pufferfish species and the goby Y
ongeichthys criniger demonstrated that TTX kinetics inside the body changes depending on the skin/liver de
velopment due to growth, and ovary development/maturation due to sexual maturation in these TTX-bearing fi
sh. Moreover, searches for homologous genes of the TTX-binding protein (PSTBP) on several pufferfish speci
es indicated that Takifugu rubripes possesses 3 candidate genes, 2 of which actually exist as proteins in 
the blood plasma, and that the other 3 toxic species also have 2-domain type candidate genes, and the diff
erence in their sugar chain binding sites may be related to the toxin accumulation ability.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 フグ毒テトロドトキシン（TTX）に関する
研究は、近年、主に日本でめざましい進歩を
遂げた。すなわち、TTX はフグのみならず多
様な生物に分布すること、フグは孵化時から
無毒の餌を用いて人工飼育すると無毒にな
るが、そのような無毒個体に TTX を経口投与
すると毒化すること、元来、海洋細菌が TTX
を産生していること、などが順次明らかにさ
れ、フグの毒化は細菌から始まる食物連鎖で
説明することが可能となった。 
 一方、有毒餌生物を介してフグ体内に取り
込まれた後の TTX の動態や存在形態に関し
ては、未だに不明な部分が少なくない。
Matsumoto らは、薬物速度論的なモデルを用
い、フグ生体内に導入された TTX は血液を介
して急速に肝臓に取り込まれることを明ら
かにした。研究代表者らも、トラフグの無毒
養殖個体の筋肉に TTX を注射投与すると、血
液を介して速やかに肝臓や皮に移行するこ
とを見出している。また、麻痺性貝毒（PSP）
を保有する淡水メコンフグの無毒養殖個体
に PSP を投与した場合も、同様の移行が観察
される。従って、フグの肝臓や皮には、特異
な TTX/PSP 蓄積機構が存在するものと推察
される。 
 関連して、Yotsu-Yamashita らはヒガンフグ
の血漿から TTX 結合性タンパク質（PSTBP）
を分離し、TTX 運搬への関与を示唆した。ま
た、抗 PSTBP 抗体を用い、トラフグを含む数
種のフグ科魚類は PSTBP 様タンパク質をも
つこと、当該タンパク質はフグ科魚類特異的
であることを見出している。研究代表者らは、
天然コモンフグ血漿において、肝臓の毒性が
高い通常期は遊離 TTX、卵巣の毒性が上昇す
る性成熟期には高分子物質と結合した TTX
の割合が高くなることを見出した。このこと
は、性成熟期に血漿中の PSTBP 様タンパク質
の量、組成もしくは活性が大きく変化し、肝
臓から卵巣への能動的な毒の移行・蓄積が起
こることを示唆している。すなわち、PSTBP
様タンパク質は単に TTX の輸送に関与する
だけでなく、個体の性成熟にも深く関わる物
質であると推察された。 
 
２．研究の目的 
 
以上のような状況の下、フグにおける TTX

の動態とそれに対する性成熟の影響、ならび
にそこに関わる分子メカニズムの解明に資
するため、初年度は早熟な人工交雑フグを用
いて複数の TTX 投与実験を行うとともに、ト
ラフグを対象として TTX 体内動態を担う候
補遺伝子の探索を行った。次いで 2 年目は成
熟段階と TTX 体内動態の関係を詳細に検討
するため、成熟段階別個体の入手が困難なト
ラフグに代え、ツムギハゼを用いて TTX の体
内分布に及ぼす性成熟の影響を評価した。一
方、成熟のみならず、個体の成長が TTX の動

態に与える影響を検討するため、月齢の異な
るトラフグ無毒個体に対する TTX 投与実験
を行った。最終年度は、成熟および成長の影
響を 3 種の天然有毒フグを用いて評価した。
一方で、皮および肝臓の TTX 蓄積に関わる分
子メカニズム推定のため、トラフグ無毒個体
に対する 3 濃度の TTX 投与実験を行い、加え
て無毒種および有毒種における PSTBP 相同
遺伝子の存否について検討した。 
 
３．研究の方法 
 
（1）人工交雑フグへの TTX 投与実験 
 トラフグ雌個体の卵とクサフグ雄個体の
精子を人工授精させて得た交雑フグ“トラク
サ”31 個体（月齢 10 ヶ月、72±15 g）を試
験魚とし、そのうち 27 個体について TTX 標
準品の生理的食塩水溶液を 146 MU/個体の用
量で筋肉内投与後、最長 72 時間飼育した。
経時的に 3～4 尾ずつ取り上げ、LC/MS およ
び ELISA で血漿、皮、筋肉、肝臓、および生
殖腺の TTX 量を調べた。一方、トラフグ雌個
体の卵とマフグ雄個体の精子を人工授精さ
せて得た交雑フグ“トラマ”33 個体（月齢 8
ヶ月、213±28 g）を試験魚とし、そのうち
15 個体ずつを 2 群（OGA 群、IMA 群）に分
け、OGA 群では TTX 添加飼料を 400 MU/個
体の用量で消化管内に経管投与後、IMA 群で
は TTX 標準品の生理的食塩水溶液を同用量
で筋肉内に投与後、最長 120 時間飼育した。
経時的に各群 3 個体ずつ取り上げ、マウス毒
性試験または LC/MS で血漿、皮、筋肉、お
よび肝臓の TTX 量を調べた。トラマおよびト
ラクサの両実験において、毒を投与しなかっ
た個体については、いずれの組織も無毒であ
ることを確認した。 
 
（2）トラフグにおける PSTBP 相同遺伝子の

探索 
 ヒガンフグ PSTBP1 のアミノ酸配列を問い
合わせ配列とした BLAST 検索により、トラ
フグの PSTBP ホモログを探索し、公開ゲノム
情報で ORF 配列が不完全な場合、3´RACE で
補完して完全 ORF を得た。続いて、養殖トラ
フグ無毒個体の皮、筋肉、肝臓、および卵巣
における転写産物の発現を RT-PCR 法で解析
した。さらに、抗 PSTBP1 抗体との免疫交差
反応が報告されている 120 kDa の血漿タンパ
ク質を硫安分画と SDS-PAGE により分離し、
当該バンドに由来するトリプシン消化ペプ
チドの MS/MS 解析により、翻訳産物の同定
を行った。 
 
（3）ツムギハゼにおける TTX 体内分布の周

年変動 
2008 年 8 月～2009 年 6 月（Ⅰ群）、2009 年

11 月～2010 年 8 月（Ⅱ群）にかけて採取し
たツムギハゼ雌個体を試験魚とした。これら
の試料について、皮、筋肉、肝臓、および生
殖腺のTTX量をLC/MSで測定するとともに、



生殖腺体指数（GSI）の算出、および卵巣の
組織学的観察によって、生殖周期および成熟
段階の推定を行った。 
 
（4）月齢の異なるトラフグへの TTX 投与実

験 
 無毒養殖トラフグ 8 個体（月齢 6 ヶ月、

53.5 ± 6.9 g）、および 5 個体（月齢 15 ヶ月、
328 ± 36 g）を試験魚とし、TTX 添加飼料を
40 MU/20 g 魚体重の用量で消化管に投与し
た。24 時間後に取り上げ、皮（背側、腹側）、
筋肉、肝臓、および消化管に含まれる TTX
量を LC/MS で分析した。また、両群の生殖
腺と肝臓の組織学的観察、ならびに GSI と
HSI の算出を行い、TTX の移行・蓄積に影響
を及ぼす生理的要因について検討した。 
 
（5）天然有毒フグ 3 種における TTX 体内分

布の成熟および成長依存的変化 
 試験魚として、トラフグ小 6 個体（20.9±
0.3 g）、大 5 個体（261.5±85.7 g）、オキナワ
フグ小 4 個体（0.7±0.3 g）、大 8 個体（47.5
±14.0 g）、ヒガンフグ小 16 個体（13.0±11.8 
g）、大 8 個体（76.2±22.0 g）を用いた。いず
れも LC/MS により皮、筋肉、肝臓、および
生殖腺の TTX 量を測定するとともに、皮の組
織学的観察と HSI、GSI の算出を行い、TTX
体内分布の差異を生む要因を検討した。 
 
（6）トラフグへの 3 濃度の TTX 投与実験 
 養無毒殖トラフグ（月齢 8 ヶ月、144±23.6 
g）を試験魚として用いた。これらをⅠ〜Ⅲ
（n = 4〜6）の 3 群に分け、TTX 標準品の生
理的食塩水溶液をそれぞれ 150、450、および
1350 MU/個体の用量で筋肉内投与した。いず
れも 24 時間後に取り上げ、皮、筋肉、およ
び肝臓の TTX 量を LC/MS で測定するととも
に、皮および肝臓については抗 TTX 抗体を用
いる免疫組織科学的手法により、TTX の局在
を可視化した。 
 
（7）天然フグ数種を用いた PSTBP 相同遺伝

子の探索 
 シロサバフグ（無毒種）、マフグ、コモン
フグ、およびナシフグ（有毒種）を試験魚と
して用いた。肝臓から抽出した total RNA か
ら cDNA を合成し、数種類のプライマーペア
を用いて RT-PCR 法および 3´RACE 法を行っ
て、全長配列の取得を試みた。 
 
４．研究成果 
 
（1）人工交雑フグへの TTX 投与実験 
 トラクサへの投与実験では、筋肉内投与し
た TTX は血液を介して速やかに他の組織に
移行した。各組織の TTX 量では、卵巣への移
行が際立っており、実験期間中、肝臓と皮は
最高でも 4～8 MU/g 程度、精巣ではほとんど
が 0.1 MU/g 未満であったのに対し、卵巣の毒
量は漸増して72時間後には53.5 MU/gに達し

た（図 1）。一方、TTX 蓄積率（投与毒量に対
する蓄積毒量の割合）は、皮、次いで肝臓の
値がそれぞれ 20～54％、2～24％と高かった
が、後者は 12 時間後以降次第に減少し、雌
個体では 48 時間後以降卵巣の値を下回った。 
 

 
 
図 1 トラクサ雌（上）および雄（中）の各

組織、ならびに生殖腺（下）の TTX 量
の経時変化 

 
 一方、トラマへの投与実験では、OGA 群は
毒投与 24 時間後までは消化管の毒量（MU/g）
が急速に減少し、これに呼応して肝臓の毒量
が増加したが、その後は肝臓の毒量が漸減す
るとともに、皮膚への毒の移行がみられた。
一方、IMA 群では、TTX は血液を介して速や
かに筋肉から肝臓と皮に移行した。TTX 蓄積
率の推移を図 2 に示す。TTX 蓄積率は、OGA 
 

 
 
図 2  OGA 群（上）および IMA 群（下）の

TTX 蓄積率の経時変化 



群で 31～45％、IMA 群で 42～74％と総じて
OGA 群の方が低かった。組織別にみると、両
群ともに 8 時間後以降は肝臓の割合が 23～
52％と最も多く、72 時間後以降は皮（11～
21％）がこれに次いだ。 
以上、一旦肝臓に取り込まれた毒は、雌個

体では卵巣、雄個体では皮に移行・蓄積する
ものと推察された。 
 
（2）トラフグにおける PSTBP 相同遺伝子の

探索 
 ゲノムデータベースから PSTBP に相同な
配列が 3 つ得られ、これらを暫定的に toxin- 
binding protein related genes (Tr) 1-3 と命名し
た。Tr 遺伝子および PSTBP のドメイン構造
を図 3 に示す。系統解析の結果、Tr1 と Tr2
は１つのリポカリンドメインからなる新規
PSTBP ホモログであること、Tr3 は 2 つのリ
ポカリンドメインをもつヒガンフグ PSTBP
のオーソログであることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図3 Tr 遺伝子およびPSTBPのドメイン構造 
 

Tr2 については、今回実験に供したいずれ
の組織でも mRNA の発現がみられなかった
が、Tr1 および Tr3 の場合、肝臓で発現が認
められ、それらの翻訳産物が 120-kDa 血漿タ
ンパク質を構成することを確認できた。 
以上、トラフグは無毒の状態においても

PSTBPに相同な遺伝子 2種を発現しているこ
とが明らかとなった。 
 
（3）ツムギハゼにおける TTX 体内分布の周

年変動 
 GSIの周年変化と生殖周期別のTTX体内分
布を図 4 に示す。Ⅰ群は、GSI の推移、およ
び卵巣の組織学的観察から、前卵黄形成期、
卵黄形成期、産卵期盛期、産卵期終期に群分
けを行った。周期別の相対 TTX 量をみると、
前卵黄形成期は皮の割合が 77％と最も高く、
卵巣の割合は 1％程度であったが、卵黄形成
期になると卵巣の割合が 45％にまで上昇し
た。さらに産卵期盛期になると 72％に達する
ことがわかった。 
 Ⅱ群では、周辺仁期、卵黄胞期、第一次卵
黄球期、第二次卵黄球期、第三次卵黄球期の
卵母細胞が観察されたので、卵巣の中で最も
発達した卵母細胞を当該個体の成熟段階と
し、群分けを行った。相対 TTX 量では、周辺
仁期および卵黄胞期の卵母細胞を持つ個体

群では、70％程度が皮に分布しており、卵巣
の割合は 1％未満であった。しかし、第一次
卵黄球期から卵巣の割合は 1％を越え、第二
次卵黄球期で 24％、第三次卵黄球期で 52％
と顕著な上昇がみられた。 
 以上、卵巣の成熟が進むにつれ、特に卵黄
球期から TTX の卵巣への偏在が顕著になる
ことが推察された。 
 

 
 

 
 
 

 
 

 

 
 

 
図 4 GSI の周年変化（上）および生殖周期

別の TTX 体内分布（下） 
 
（4）月齢の異なるトラフグへの TTX 投与実

験 
 両月齢群におけるTTX蓄積率を図5に示す。
両群の間には大きな差がみられ、6 ヶ月齢の
個体群では投与毒量の約 30%を蓄積し、その
大半が皮に分布していたのに対して、15 ヶ月
齢の個体群では約 80%を蓄積しており、その
ほとんどが肝臓から検出された。HSI と肝細
胞の組織学的観察の結果から、15 ヶ月齢魚の
肝臓は成魚と同程度に発達しており、対して
6 ヶ月齢魚は未発達であることが明らかとな
った。 
以上、トラフグでは肝臓の発達に伴い TTX

の体内動態が変化するものと推察された。 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
図 5 両月齢群における TTX 蓄積率 

 

 

 



（5）天然有毒フグ 3 種における体内毒分布
の成熟および成長依存的変化 

 各種フグにおける小と大の体内毒分布を
図 6 に示す。いずれのフグも小と大で TTX
の体内分布が異なっていた。すなわち、トラ
フグの場合、小では総毒量の 93％が皮に局在
していたのに対し、大では 39％が皮に、47％
が肝臓に分布していた。ヒガンフグでは、小
大ともに皮の毒量が 65～85％程度を占めた
が、大は小に比べ、雄では肝臓、雌では生殖
腺に分布する毒の割合が高かった。一方、オ
キナワフグでは，皮への毒の局在が小（85％）
より大（99％）でさらに進んでおり、肝臓の
毒量はともに僅少であった。他方、3 種とも
に小では筋肉にも顕著な毒の分布（5～10％
程度）がみられた。 

  

図 6 トラフグ（上）、ヒガンフグ（中）、オ
キナワフグ（下）における小および大
の相対 TTX 量 

 
 以上に HSI と GSI の計測値、ならびに皮の
組織学的観察の結果を加味すると、トラフグ
では肝臓の発達が、ヒガンフグの場合、雄で
は肝臓、雌では生殖腺の発達ないし成熟が、
オキナワフグでは皮の発達、特に腺構造の分
化が、小と大の体内毒分布に前述の差異をも
たらした主要な要因と推察された。 
 
（6）トラフグへの 3 濃度の TTX 投与実験 
 Ⅰ〜Ⅲ群の肝臓と皮のTTX量を図7に示す。
肝臓のTTX量は、それぞれ 1.9±1.0、7.8±4.5、
および 27.3±2.2 MU/g で、投与毒量に比例し
て直線的に増加した。一方、皮の TTX 量は、

それぞれ 2.2±1.0、4.5±2.3、および 7.7±5.9 
MU/g で、投与毒量に依存して増加したが、
増加の程度は肝臓より低かった。TTX 蓄積率
をみると、肝臓は、いずれの群も 20%程度で
あったのに対し、皮は 10〜40%で、投与毒量
が多いほど低い値を示した。 
 

 
 

 
 

 
 
 

図 7 肝臓（左）と皮（右）における各群の
TTX 量 

 
免疫染色において、肝臓ではⅢ群のみ瀰漫

的な TTX 陽性反応が見られたのに対し、皮で
は投与毒量の多い群ほど、基底細胞から表皮
細胞への陽性反応の広がりが観察されたこ
とから、肝臓と皮では TTX の取り込み、もし
くは蓄積の分子メカニズムが異なる可能性
が示唆された。 
 
（7）天然フグ数種を用いた PSTBP 相同遺伝

子の探索 
 RT-PCR 法により PSTBP 相同遺伝子（2 ド
メインタイプ）の存否を検討したところ、電
気泳動において有毒 3 種からそれぞれ目的サ
イズのバンドが得られたものの、無毒種のシ
ロサバフグでは発現が確認できなかった。 
数種類のプライマーペアを用いて RT-PCR

および 3´RACE 法を行ったところ、有毒種 3
種の各 PSTBP 相同遺伝子配列が得られた。全
長配列が明らかとなっているトラフグ、ヒガ
ンフグの配列と比較したところ、3 種いずれ
も開始コドンがみあたらず、5´末端側に未知
配列が残っているものと推察された。また、
各 PSTBP 相同遺伝子間のアスパラギン（Asn）
結合型糖鎖推定結合部位（Asn-Xaa-Ser/Thr）
を比較すると、マフグで 8 ヶ所、コモンフグ
で 9 ヶ所、ナシフグで 8 ヶ所存在した。既報
のトラフグでは 7 ヶ所、ヒガンフグでは
PSTBP1 で 8 ヶ所、PSTBP2 で 9 ヶ所であるこ
とから、糖鎖推定結合部位が最も少ないのは
トラフグであることが明らかとなった。 
 以上、PSTBP 相同遺伝子が明らかとなった
有毒種の中で、トラフグのみ TTX 体内分布が
異なる（成魚は皮に毒をもたない）ため、糖
鎖推定結合部位が TTX 体内分布と関わる可
能性が考えられた。 
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