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研究成果の概要（和文）：  

フグの毒化機構解明のため、薬物動態解析法によりトラフグにおけるテトロドトキシン

（TTX）の体内動態を調べた。TTX はトラフグ消化管から速やかに吸収され、血漿中では一部

血漿タンパク質と非特異的に結合し、ほとんどが遊離型として存在すること、TTX は毒化の初

期段階として肝臓に取込まれるが、肝臓における TTX の初回通過効果は極めて小さいことが

明らかになった。cDNA サブトラクション法で、TTX 投与したトラフグの肝臓で発現増大した

cDNA1136 クローンからトランスポーター関連遺伝子 11 クローンを得た。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Puffer fish, the family Tetraodontidae, contain a potent neurotoxin, tetrodotoxin (TTX) in 
high level in the specific tissues such as liver and ovary. However, the underlying 
mechanism of puffer fish toxification is still unclear. This study examined the 
pharmacokinetics of TTX in the puffer fish Takifugu rubripes by a single administration 
and demonstrated that TTX is absorbed into the systemic circulation from the 
gastrointestinal tract by saturable mechanism and finally accumulated in the liver. In vitro 
equilibrium dialysis revealed that TTX non-specifically binds to plasma proteins and exists 
predominately in the unbound form in the circulating blood of the puffer fish. Moreover, we 
examined hepatic gene expression profile of the puffer fish by suppression subtracted 
hybridization in response to the intramuscular administration of TTX. The administration 
of TTX increased the gene expression of the acute-phase response proteins in the liver as 
well as the genes related to transporters. 
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１．研究開始当初の背景 
 

フグがフグ毒テトロドトキシン（TTX）を
持つことは古くから知られており、近年養
殖トラフグには毒性はみられないこと、無
毒の養殖トラフグに TTX を含む餌を与える
とフグは毒を蓄積するが、同じ餌をマダイ
やイシダイ等フグ以外の魚に与えてもそれ
らの魚には毒の蓄積はみられないことが明
らかにされた。これらの結果に基づき、充
分に管理された飼育条件下で養殖されたト
ラフグは毒をもたないことが経験的に知ら
れようになり、平成 16 年に佐賀県が中心と
なって政府の進める構造改革特区としてい
わゆる“フグ肝可食化”が申請された。し
かし、食品安全委員会は平成 17 年 8月に安
全性評価結果をまとめ，１）現在までの知
見において、フグ毒によるトラフグの毒化
機構は十分に明らかとは言えない、２）フ
グの毒化機構が十分に解明されていない以
上、養殖方法における危害要因および制御
すべきポイントを特定することが不可能で
あるとの理由から、フグ肝の食用について
は、「食品としての安全性が確保されている
と確認することはできない」と判断した。
すなわち、現時点ではフグの毒化機構は科
学的に解明されているとは言えず、科学的
な根拠に基づくフグの毒化機構の解明が、
食品としてのフグの安全性確保に最も重要
であることが改めて指摘された。 
従来のフグの毒化に関する研究は、自然

界における毒の分布調査あるいは毒の投与
によりフグが毒化することの因果関係につ
いて調べた飼育実験は多いものの、餌を介
してフグの体内に取込まれた TTX がどのよ
うに吸収、分布、蓄積、代謝、排泄される
かという一連の動態についてはほとんど検
討されていない。唯一 Watabe らが、トリチ
ウムラベル化した TTX をトラフグに腹腔内
投与し、投与直後と投与６日後の TTX 体内
分布を調べた例があるにすぎない。 

研究代表者らはフグの毒化機構を明らか
にしようと、TTX を高濃度に蓄積している肝
臓に着目し、肝臓への TTX 取込みを肝組織切
片を用いる in vitro 培養法で調べた。その
結果、in vivo の飼育実験で報告されている
結果と同様に、トラフグは顕著に TTX を蓄積
したのに対し、アイナメ、イシダイ、ウマヅ
ラハギの肝組織切片ではこのような現象は
みられず、また、麻痺性貝毒のサキシトキシ
ン群はトラフグ肝組織切片に蓄積されなか
った。これらの研究により、魚を生簀などで
長期間飼育しなくても、24～48 時間程度の短
時間に組織レベルでフグの毒化を再現でき
ることがわかった。また、本研究により TTX
はフグ肝臓の細胞膜を通過することがわか

り、フグには TTX を積極的に取込む特別な機
能があることが示唆された。そこで、in vitro
培養実験法を改良してトラフグ肝組織切片
を用いて TTX 取込み速度を測定したところ、
取り込み速度は培地中の TTX濃度に依存して
増加したが飽和性が認められた。TTX 取込み
速度はインキュベート温度の低下や Na イオ
ンをコリンに置換すると著しく低下したこ
とから、トラフグ肝臓における TTX 取込みに
は、Na イオン依存性トランスポーターが関与
していることが強く示唆された。 
 

２．研究の目的 
 
フグは強力なNa＋チャネルブロッカーであ

るフグ毒TTXをもち、主に食物連鎖を介して
毒化すると考えられている。しかし、餌とと
もに経口的に摂取されたTTXがフグの体内で
どのように吸収、運搬されて肝臓、卵巣、皮
膚などの特定の組織に濃縮、蓄積されるのか、
TTXの体内動態の詳細は不明なままである。
そこで本研究では、フグの毒化メカニズムを
明らかにすることを目的に、トラフグを試料
に用いて、以下の点について検討した。 
1）TTXの体内動態解析：フグ消化管におけ
るTTX吸収、血液によるTTX運搬、肝臓にお
けるTTX取込みを調べる前に、トラフグにお
けるTTXの体内動態を明らかにする。TTX溶
液を肝静脈、肝門脈および消化管内に急速
単回投与し、血中TTX濃度ならびに各組織に
おけるTTX濃度を測定する。組織ごとのクリ
アランスを測定することにより、各組織に
おけるTTX蓄積特性を速度論的に評価する
ことで、フグの血液中に分布されたTTXが特
定の部位に濃縮される様子を明らかにする。 
2）消化管におけるTTXの吸収：フグが餌から
TTXを体内に取込み、蓄積するなら、TTXは最
初に消化管で吸収されなければならない。そ
こで、TTX溶液をトラフグ消化管に急速単回
投与し、血中TTX濃度を測定し、薬物動態解
析によりTTXの消化管吸収率を明らかにする。
そして、消化管におけるTTXの吸収を評価す
るためのin vitro測定方法を開発する。 
3）血漿タンパク質とTTXの結合：フグ科魚
類の血漿中には、TTXと麻痺性貝毒成分のサ
キシトキシンに結合するタンパク質の存在
が報告されている。そこで、フグの毒化に
及ぼす血漿タンパク質の影響を調べるため、
平衡透析法を用いてTTXと魚類血漿、ウシ血
清アルブミン、ウシα-1 酸性糖タンパク質
との結合親和性を調べ、循環血液中におけ
るTTXのタンパク質結合を明らかにする。 
4）TTXトランスポーターの特定：トラフグ
肝臓におけるTTXの取込みはトランスポー
ターが関与することが示唆されている。そ
こで、TTX投与によって発現増加する遺伝子



をcDNAサブトラクション法でスクリーニン
グし、TTXの取込みに関与するトランスポー
ター遺伝子を特定する。 
 
３．研究の方法 
 
1）TTXの体内動態解析：TTXをもたない養殖
トラフグ（体重約 1kg）を試料魚に用いた。
トラフグをフェノキシエタノール添加海水
にいれて麻酔し、実験中はトラフグの呼吸を
維持するため人工海水をトラフグの口から
鰓に潅流した。採血は肝静脈にカニューレを
装着し、そこから行った。肝門脈、肝静脈ま
たは消化管にTTX溶液（0.25～1.00mgTTX/kg
体重）を急速単回投与し、血中TTX濃度を経
時的に測定してトラフグ体内におけるTTX薬
物動態をモーメント解析で検討した。次に、
トラフグ肝臓におけるTTXの取込み能力を詳
細に検討するため、トラフグの肝静脈内に
TTX溶液（0.25mgTTX/kg体重）を急速単回投
与し、血中および肝臓中のTTX濃度を積分プ
ロット解析に供し、トラフグ肝臓における
TTXの臓器取込みクリアランスを評価した。
さらに、トラフグ肝静脈内に TTX溶液
（0.25mg/kg体重）を投与し、60 分間経時的
に血中および各組織中のTTX濃度をLC/ESI- 
MSで測定し、TTXの体内動態を調べた。 
 
2）消化管におけるTTXの吸収：養殖トラフグ
（体重約 1kg）から消化管(約 25cm)を摘出し、
5cm長に切断後、消化管を反転させ、両端を
結紮して反転嚢を作製した。反転嚢に改変ハ
ンクス平衡塩緩衝液 3mL（これを内液とする）
を注入後、TTXを含む緩衝液 35mL（これを外
液とする）に浸漬し、95％O2-5％CO2ガスを通
気しながら20℃で180分間インキュベートし
た。消化管嚢から経時的に内液を回収し、
LC-MS/MSでTTXを定量した。 
 
3）血漿タンパク質とTTXの結合：養殖トラフ
グ（体重約 1kg）およびアイナメ（体重約 1kg）
からそれぞれ採血し、血漿を調製した。これ
とは別に、ウシ血清アルブミン（BSA）とウ
シα-1 酸性糖タンパク質（AGP）を緩衝液に
溶解した。血漿またはタンパク質溶液にTTX
を加え、これを分画分子量 3500 の透析膜を
装着した平衡透析装置のチャンバー（試料チ
ャンバー）に添加した。もう一方のチャンバ
ー（緩衝液チャンバー）には緩衝液だけを添
加し、20℃で 48 時間インキュベートしてTTX
の平衡化を図った。両チャンバーから試料液
を回収して、LC/ESI-MSでTTXを定量した。 
 
4）TTXトランスポーターの特定：TTX投与群
のトラフグ（体重約 1kg、n=3）は尻鰭付近の
筋肉内にTTX溶液（0.25mgTTX/0.5mL/kg体重）
を、対照群（体重約 1kg、n=3）は同部位にTTX

を含まない緩衝液（0.5mL/kg体重）を急速単
回投与し、それぞれ 20℃の水槽で 12 時間飼
育した。その後、各群のトラフグ肝臓から
mRNAを精製し、cDNAサブトラクションライブ
ラリーを作製した。プラスミドクローンを大
腸菌に形質変換し、TTX投与群に有意に発現
する遺伝子をスクリーニングした。 
 
４．研究成果 
 
1）TTXの体内動態解析：TTX溶液をトラフグ
肝門脈内に急速単回投与すると、投与量と血
中TTX濃度曲線下面積(AUC)の間に正の相関
が確かめられたため、トラフグにおけるTTX
の体内動態は速度論的に線形性を示すこと
がわかった。また、TTX溶液を肝門脈または
肝静脈内に急速単回投与した場合、両者の
AUCがほぼ一致したことから、肝臓における
初回通過効果は極めて小さいことが示唆さ
れた。消化管内にTTX溶液を投与すると、血
中TTX濃度時間推移曲線は 1 次吸収過程を含
む典型的な吸収曲線を示した。また、肝門脈、
肝静脈、消化管内にTTX溶液（0.25mg TTX/kg
体重）を投与した場合、投与 300 分後の肝臓
でのTTX蓄積率は 70±9、84±6、49±17％を
示し、TTXはトラフグ毒化の初期段階として
肝臓へ取込まれることがわかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 1. トラフグ肝静脈内に TTX 溶液(0.25 mgTTX/kg 
body)を急速単回投与したときの血中および各組織中

TTX濃度の経時変化(各点は4個体の平均値±標準誤差) 
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TTX溶液（0.25mg/kg体重）を肝静脈投与し

て、血中および肝臓中TTX濃度から積分プロ
ットを作成すると、トラフグ肝臓における
TTXの臓器取込みクリアランスCLuptakeは
3.14mL / min/kg体重と見積もられた。CLuptake
に対する超音波双方向血流計で計測したト
ラフグ肝門脈血液流量（36.0±0.9mL/min/kg
体重）の比で表わされる肝臓におけるTTX抽
出率は 8.7％となり、トラフグ肝臓における
TTXの取込み効率は低く、その取込み過程は
細胞膜透過律速過程であることが示唆され
た。 
トラフグ肝静脈内に TTX（0.25mg/kg 体重）



を投与すると、血中 TTX 濃度は経時的に低下
し、腎臓と脾臓の TTX 濃度も血中 TTX 濃度変
化に伴って低下した。筋肉および皮膚では 60
分間の試験中 TTX濃度に有意な変化はみられ
ず、両組織とも低いレベルで推移した。一方、
肝臓中の TTX 濃度は血中 TTX 濃度の減少に反
して増加する傾向を示し、投与 60 分後には
投与量の約 60％が肝臓に蓄積した（図 1）。
この結果から、TTX の体内動態に関してトラ
フグの組織を、①血中濃度と同じ挙動を示す
体循環コンパートメント（腎臓、脾臓）、②
血中から TTXを濃縮して特異的に蓄積する末
梢コンパートメントＡ（肝臓）、③血中濃度
に影響されない末梢コンパートメントＢ（筋
肉、皮）の 3つのコンパートメントにわける
ことができる(図 2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2）消化管におけるTTXの吸収：血管内および
消化管内投与試験から得られた薬物動態パ
ラメーターを解析し、経口投与におけるTTX
のバイオアベイラビリティーを求めたとこ
ろ、TTX投与量が 0.25、0.50、1.00mg/kg体重
のとき、62、84 および 42％と算出され、ト
ラフグ消化管でのTTX吸収に飽和がみられた。
そして、0.25mgTTX/kg体重投与における経口
投与の平均吸収時間は 15 分と見積もられた
ことから、TTXは投与後トラフグ消化管から
速やかに吸収され循環血液中に分布するこ
とが明らかになった。 

次に、in vitro 法で TTX の通過を定量的に
評価する方法を検討した。当初、Ussing 
chamber 法を検討したところ、装置に装着し
た消化管組織面積（直径 9mm の円形）が小さ
かったためか、TTX の通過を定量的に計測す
ることができなかった。消化管の面積を大き
くすれば TTX の通過が観察できると考え、反

転腸管法を検討した。その結果、図 3に示す
ようにトラフグ消化管反転嚢で粘膜側から
漿膜側へ TTX の通過が観察され、内液の TTX
濃度は経時的に増加した。また、外液の TTX
濃度が 50、100、200µM と増加するに伴い内
液の TTX 濃度は増加する傾向を示した。反転
させない消化管嚢でも漿膜側から粘膜側へ
TTX の通過が認められたが、そのときの内液
の TTX 濃度は反転嚢に比べ有意に低く 1/4 以
下であった（p＜0.05）。これらの結果から、
反転腸管法は TTXの消化管吸収測定に有用で
あることがわかった。 
 今後は、この方法を用いてフグ以外の魚種
について TTXの消化管吸収とそのメカニズム
を調べて、消化管吸収がフグの毒化にどのよ
うな役割を果たしているかを明らかにする
必要がある。 

 
図 2 トラフグにおける TTXのコンパートメント

モデル（トラフグ肝静脈に TTX 溶液（0.25mg/kg

体重）を急速単回投与した時の状態） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
       
 
 
 

 
図 3 トラフグ消化管反転嚢内液の TTX 濃度変化. ●：

50µM TTX, ○：100µM TTX, ▲：200µM TTX. 

3）血漿タンパク質とTTXの結合：平衡透析法
でTTXの魚類血漿タンパク質およびウシ由来
血漿タンパク質に対する結合親和性を調べ
た。TTXはトラフグおよびアイナメ血漿タン
パク質と非飽和的に結合し、 TTX濃度
1000µg/mLのとき、結合型TTX量は、それぞれ
3.9±0.4 および 1.9±0.4µgTTX/mg protein
であり、図 4に示した非結合型分率は、それ
ぞれ 81±3 および 89±3％を示し、トラフグ
とアイナメの血漿の間でTTX結合に差はみら
れす、TTXは魚類血漿においてほとんどが遊
離型で存在することが示唆された。また、TTX
はウシ血漿由来のBSAとAGPにも結合し、BSA
に対してはTTX濃度 1000µgTTX/ mLのとき、結
合型TTX量は 4.7±0.7µgTTX/mg BSA、非結合
型分率は 73±1％であった。AGPに対しては
TTX濃度 200µgTTX/mLのとき、結合型TTX量は
8.8±1.0µgTTX/mg AGP、非結合型分率は 80
±2％であった。これらの結果から、TTXはフ
グ科魚類の血漿タンパク質以外にも非特異
的に結合し、TTX濃度 200～1000µg/mLの範囲
では約 80％が遊離型で存在することが明ら
かになった。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4）TTXトランスポーターの特定：TTX溶液
（0.25mg/kg体重）を筋肉内投与したトラフ
グでは、投与 12 時間後にTTX投与量の 70％が
肝臓に蓄積していたことから、肝臓ではTTX
を取込むトランスポーターが発現し作用し
ていると考えた。TTX溶液（0.25mg/kg体重）
を筋肉注射したトラフグとTTXを含まない緩
衝液を投与したトラフグの肝臓からそれぞ
れmRNAを精製し、TTX投与群で有意に発現ま
たは特異的に発現増加したmRNAを反映する
トラフグ肝臓subtracted cDNAライブラリー
を構築した。ライブラリーからプラスミド
DNA 1136 クローンを得て、1048 クローンの
塩基配列を同定した。最も多く得られたクロ
ーンはhepcidin前駆体（92 クローン）で、次
い で complement C3 （ 31 ク ロ ー ン ） 、
serotransferin(30 ク ロ ー ン ) 、
apolipoprotein A-1(14 クローン)、高温馴化
タンパク質Wap65(14 クローン)、complement 
C7(12 クローン)、fibrinogen beta chain(12
クローン)、熱ショックタンパク質HSP-70(11
クローン)、トランスポーター関連遺伝子(11
クローン)などが同定されたが、TTXトランス
ポーターの特定には至らなかった。これは
TTXトランスポーターがTTXの投与にかかわ
らず発現しており、今回の実験条件では検出
できなかった可能性も考えられる。今後は有
毒トラフグと無毒トラフグで比較するなど
実験条件を種々検討する必要がある。 
 TTXの筋肉内投与12時間後におけるトラフ
グの肝臓で、発現の促進がみられたクローン
全体の 16％を免疫応答関連遺伝子が占めた
点が注目される。これはフグにおける TTX の
生理的役割に重大な示唆を与えるもので、今
後の研究に結び付けていきたい。 
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