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研究成果の概要（和文）：本研究ではトラフグ属魚類のテトロドトキシン(TTX)による毒化機構解明のため、まずTTX結
合タンパク質とトリブチルスズ(TBT)結合タンパク質の遺伝子組換え体を分取・精製した後、TTXおよびTBT等との結合
を証明した。さらに両結合タンパク質を体内で過剰に発現するトランスジェニックメダカ４系統の作製に成功した。本
メダカ系統を用いた毒物投与実験の結果，結合タンパク質が毒物投与による生存低下を防ぐ可能性を示した。加えてト
ラフグ属魚類を中心に両タンパク質の遺伝子系統解析の結果，フグ毒結合タンパク質はTBT結合タンパク質が複数回の
重複および融合をして生じた事が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we performed to elucidate the mechanism of tetrodotoxin (TTX) poiso
ning in tiger pufferfish. First, recombinants of TTX binding protein and tributyltin (TBT) binding protein
 were successfully obtained from Bombyx mori. The results of binding assay using the recombinant proteins 
showed that these proteins could bind with TTX or TBT suggesting their detoxification function. In additio
n, transgenic medaka strains which over expressed TTX or TBT binding protein were successfully established
. The results of TBT injection test to the transgenic medaka embryo suggested its detoxification function.
 Molecular phylogenic study of toxin binding protein among several puffer fish species demonstrated a evol
ution pathway from TBT binding protein to TTX binding protein.
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１．研究開始当初の背景 

 トラフグ属魚類はテトロドトキシン 

(TTX) やサキシトキシン (STX) 等天然毒を

蓄積して毒化することが知られており、水産

上重要な問題である。トラフグ属の一種ヒガ

ンフグは、フグ毒結合タンパク質 PSTBP を持

つことが報告されており (Yotsu-Yamashita 

et al, 2001)、フグ科魚類の毒化には、PSTBP

が重要な役割を持つと推定されている。 

 申請者らは広く魚類が毒結合タンパク質 

(トリブチルスズ結合タンパク質：以下

TBT-bps)を持ち、フグ毒結合タンパク質 (以

下PSTBPs) はTBT-bp2が2回繰り返した構造

を持つことによりTBT-bp2から進化したと推

定した。また TBT-bps および PSTBPs は，リ

ポカリンタンパク質に属し、中でも疎水性低

分子と結合し輸送する性質を持つα1酸性糖

タンパク質 (AGP) に最も類似していること

から、TBT-bpsおよびPSTBPは異物と結合し、

体表粘液に排泄されることにより毒物の解

毒・排泄に関与していると考えた。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、毒結合タンパク質 (トリブチ

ルスズ結合タンパク質, TBT-bps とその進化

型であるフグ毒結合タンパク質, PSTBPs) に

ついて、毒結合タンパク質の機能 (毒結合、

解毒、輸送、排泄) を遺伝子組換え体タンパ

ク質およびトランスジェニックメダカを用

いて解明し、さらに毒結合タンパク質の分子

進化を毒化する魚貝類 (トラフグ属魚類、ハ

コフグ、ツムギハゼ、ホタテ貝) 等で解析す

ることにより、魚貝類における毒化機構を明

らかにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) 毒結合タンパク質遺伝子組換え体(rTBT 

-bp1, rPSTBPs) の作製と発現 

1)トラフグ肝臓 cDNAに対しPCRを行い、全長

TBT-bps, PSTBPs 塩基配列情報を得，次に

それらのcDNA配列を導入したバキュロウ

ィルスをカイコに感染させることにより、

組換え体(rTBT- bps, rPSTBPs) タンパク

質をカイコの血液中に大量発現させた。次

に得られた組換え体をアフィニティーク

ロマトグラフィー及びゲルろ過クロマト

グラフィーにより精製した。 

2) 得られた毒結合タンパク質組換え体 

(rTBT-bps,  rPSTBPs)に対し、リポカリン

の立体構造を探査する蛍光プローブとし

て

1-(5-(dimethylamino)-1-naphthalene-su

lfonyl- amino) undecanoic acid (DAUDA)

をリガンドとして組換え体との結合試験

を行い，リポカリン特有の樽状立体構造が

構築されているか確認を行った。 

3) DAUDAとの結合性を確認した後、TBT, TTX

との結合試験を行った。また限外ろ過法に

よる結合試験も実施した。 

 

(2) 毒結合タンパク質過剰発現トランスジェ

ニックメダカの作製と解毒機能 

1) 過剰発現型人工遺伝子の構築： 

beta-actin プロモーターもしくは熱誘導

プロモーター(8xHSE)に毒結合タンパク質

遺伝子をつなぎ，さらにGFPとの間にIRES

配列を導入した。毒結合タンパク質 

(TBT-bpsまたはPSTBP）およびGFPを含む一

連のmRNAから、TBT-bp1(またはPSTBP)と

GFPを独立したタンパク質として翻訳させ、

過剰発現させることが可能となる遺伝子

を作製した。またmycはTBT-bps (または

PSTBPs)と融合タンパク質として発現させ、

TBT- bp1 (またはPSTBPs) の動態・機能解

析時のエピトープとして使用した。  

a) 過剰発現型人工遺伝子１：(medaka 

promoter)-(medaka TBT-bps or 

PSTBPs)-(IRES)-(GFP) 



b) 過剰発現型人工遺伝子２： (medaka  

promoter)-(medaka TBT-bps or 

PSTBP)(myc)-(IRES)-(GFP) 

 

2) 毒結合タンパク質過剰発現トランスジェ

ニックメダカを用いた解毒機能の証明 

   1)で作製し系統として確立できた毒結合

タンパク質過剰発現トランスジェニック

メダカを用いて胚に毒物 (TBT) をナノイ

ンジェクション投与して、その生存率を調

べ、対照区と比較することにより毒結合タ

ンパク質の TBT に対する解毒機能を解明

した。 

 

(3)毒化する魚貝類(トラフグ属魚類、ハコフ

グ、ツムギハゼ、ムラサキヒヨク等)にお

ける毒結合タンパク質遺伝子の解析を行

うことにより、その分子進化を明らかにし

た。  

1) 必要なサンプルの収集：10 種のフグ科魚

類（トラフグ、クサフグ、ヒガンフグ、シ

ョウサイフグ、コモンフグ、ヨリトフグ、

オキナワフグ、シロサバフグ、クロサバフ

グ、ミドリフグ）とツムギハゼの肝臓をサ

ンプリングした。 

2) フグ目魚類における TBT-bps のクローニ

ング: これまでに解読してきたヒラメ

TBT-bp1, 2 およびヒガンフグ PSTBP 遺伝

子の配列をもとにフグ目魚類 TBT-bp1, 

TBT-bp2, PSTBP1, PSTBP2 それぞれについ

て縮重プライマーを作製した。サンプルか

ら mRNA を抽出し、逆転写 PCR により

TBT-bps 遺伝子の部分配列を決定する。部

分配列が得られた種については、RACE 法

を用いてTBT-bp1, TBT-bp2（またはPSTBP）

の mRNA 全長配列を決定した。 

 

 

４．研究成果 

1) トラフグの毒結合タンパク質遺伝子TBT-bp1

およびPSTBP1, 2遺伝子cDNA配列を導入した

バキュロウィルスをカイコに感染させ、

rTBT-bp1およびrPSTBP1, 2をカイコの血液中

に大量発現させることに成功した。得られた

タンパク質をクロマトグラフィーにより精

製した後、TTXおよびTBTとの結合性を検討し

た。DAUDAとの競合結合法では，結合が認め

られなかったが，限外ろ過法による実験の結

果、rTBT-bp1およびrPSTBP1はTTXと結合しな

いがrPSTBP2はTTXと結合することを証明し

た。またいずれの組換え体タンパク質もTBT

と結合した。 

2) トラフグPSTBPs遺伝子断片及びIRES、hrGFP2、

pA配列を含む遺伝子断片を、つなぎPCR法に

よりコンストラクトを作製し、ベクター

(pDs-actb4k-Gal4FF)に消化・ライゲーショ

ンしてDNA plasmid vectorを作製した。それ

を、メダカ胚にインジェクション投与後、胚

発生および成長を経時的に観察するととも

にGFP発現の確認を行った。その結果、以下

の4系統のトランスジェニックメダカの作出

に成功した。 

1. 231-SK2       

(pDs-actb4k-PSTBP1-IRES-hrGFP2) 

2. 232-d-rR        

(pDs-actb4k-PSTBP1-myc-IRES-hrGFP2

) 

3. 262-d-rR        

(pDs-8xHSE-PSTBP2-IRES-hrGFP2) 

4. TBTbp1-d-rR       

(pDsIns-TBTbp1-Luc-42EGFP) 

 いずれの TG 系統においても、マーカー

となる GFP が観察された。熱誘導プロモー

ターである 8xHSE を含む系統では、37 ~ 

29 °C、1時間の加温により GFP 遺伝子の

発現を全身で誘導できた。 

 さらに、232-d-rR (pDs-actb4k-PSTBP1 

-myc-IRES-hr GFP2) のメダカ胚に対して

TBT (0, 3.3, 10 ng TBT/egg) をナノイン



ジェクション投与した。一般化線形モデル

を用い検定を行った結果、TBT 濃度の上昇

が死亡率の上昇の要因であることが証明

された(p< 0.01)。また、対照区胚に比べ

て 232TG メダカ胚の死亡率が減少してお

り、遺伝子導入の有無が有意に作用してい

ると判定された (p< 0.05)。よって、メダ

カ胚で発現したトラフグ PSTBP1 が TBT と

結合することにより毒性を下げる機能を

持ち、死亡率の減少につながったと考察さ

れた。現在 262-d-rR (pDs-8xHSE- PSTBP2 

IRES-hrGFP2)の選抜育種をさらに進め

ており、ホモの胚が得られた後 TTX 投与

実験を行う予定である。 

 

3) 有毒な Takifugu 属 5 種（トラフグ、ヒ

ガンフグ、クサフグ、コモンフグ、ショウ

サイフグ）、無毒のサバフグ属 2 種（シロ

サバフグ、クロサバフグ）、無毒種のヨリ

トフグ、有毒種ミドリフグ、オキナワフグ

（有毒）、ツムギハゼ（有毒）それぞれの

TBT-bp1、 TBT-bp2 および PSTBP をクロー

ニング後、データベース解析により調べた。

TBT-bp1 はクサフグを除くすべての

Takifugu 属およびミドリフグから 1 種類

ずつ同定された。TBT-bp2 遺伝子はオキナ

ワフグ、ツムギハゼを除くすべての種から

見つかった。Takifugu 属では TBT-bp2 に

4-5 回の重複が生じており、重複により生

じた遺伝子は配列の類似性から 2 つのタ

イプ（TBT-bp2a, TBT-bp2b）に分けられた。

一方、PSTBP 遺伝子は Takifugu 属のみか

ら見つかった。PSTBP にも 2タイプが存在

し、PSTBP1（TBT-bp2a + TBT-bp2a）と

PSTBP2（TBT-bp2b + TBT-bp2a）に分けら

れた。このうち PSTBP1 は、本研究で初め

て 同 定 さ れ た も の で あ る 。 な お

Yotsu-Yamashita et al. (2001)で報告さ

れている複数の PSTBP はいずれも PSTBP2

であった。ツムギハゼおよびオキナワフグ

からはTBT-bp2およびPSTBPは同定されな

かった。TBT-bp2 および PSTBP 遺伝子の分

子進化学的解析から、PSTBP は Taikfugu

属の共通祖先におけるTBT-bp2の4-5回程

度の重複、1-2 回の融合、また遺伝子間の

協調進化によって生じたことが明らかに

なった。このような特異な遺伝子の進化は、

PSTBP が Takifugu 属の毒性の進化過程に

おいて何らかの自然選択を受けて急速に

機能を獲得したことを示唆している。これ

らの結果をもとに、日本水産学会で発表を

行った。また論文を執筆し、学術誌に投稿

した。現在、論文の審査・改訂中である。 
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