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研究成果の概要（和文）：フグ毒（TTX）感知によりトラフグ稚魚の食欲が増進し，TTX添加飼料給餌が稚魚の成
長を促進するという仮説を立てた。無毒のトラフグ人工種苗にTTXを嗅がせる処理を行い，リアルタイムPCRによ
り食欲促進ホルモンであるニューロペプチドY（NPY）の脳内での遺伝子発現量を調べた。TTXを感知した稚魚の
NPY遺伝子発現量は対照のそれよりも高い傾向が見られた。次に，カゼインを主タンパク源とする飼料（対照飼
料）を作製し，これにTTXを添加し35日間飼育した。その結果，対照区よりもTTX給餌区の成長が優り，仮説が概
ね支持される結果となった。

研究成果の概要（英文）：We hypothesized that tetrodotoxin (TTX) sensing will induce appetite and 
administration of TTX by food will induce growth in the non-toxic artificially-raised tiger puffer 
juveniles. After fish were immersed in the TTX solution, gene expression of Neuro-peptide Y (NPY) 
was quantified by RT-PCR. Higher trend of NPY genes expression in the brain of TTX-sensed fish was 
detected. When fish were fed with TTX-containing diet for 35 days, fish showed significantly higher 
growth than control diet. These results supported our hypothesis.

研究分野：水産増殖学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 「フグが何故毒を持つのか？」という問い
は，永く海洋生物学・水産生物学の研究者の
興味を引きつけ，そしてなかなか結論に達す
ることのない大きな研究課題となって現在
に至っている。 
 古来より日本人はフグを水産資源として
利用し，世界にはない独自の食文化を形成し
てきた。その中で，フグ毒（TTX）は常に食
の安全と安心を脅かす危険な物質であった。
したがって，フグ類の安全な利用の観点から，
フグ毒の疫学的調査と検出技術に関する研
究に多くの努力が払われてきた。近年はこれ
らを発展させる形で，TTXのフグに対する生
理活性とその蓄積機構に関する生理・生化学
的な研究が進展してきており，トラフグの
TTX 蓄積が TTX 保有ベントスの摂餌に起因
することと，無毒の飼餌料で飼育したトラフ
グからは TTX が全く検出されないことが明
らかになった（Noguchi et al. 2005）。また，
TTX 投与が養殖トラフグの免疫機能を賦活
化すること（Noguchi et al. 2005）や，TTX結
合タンパク（Yotsu-Yamashita et al. 2002）や
TTX耐性遺伝子（Venkatesh et al. 2005）がト
ラフグで同定されている。これらの知見を総
合して俯瞰すると，フグは毒を保有すること
なく生活史を完結することが出来るのであ
るから，TTXはフグの生命維持には必須の物
質ではない，ということがいえるだろう。 
一方で，TTXのフグに対する様々な生理活
性から，フグは TTXを体内に取り込むことに
より無毒生物とは異なる独自の生体内恒常
性を維持すると考えることも出来る。そこで，
研究代表者は，TTXがトラフグの行動や生態
に与える影響に関する一連の研究（H19～H20
基盤研究(C)，H21～23 基盤研究(C)）を実施
した。その結果，天然トラフグ稚魚は体内に
TTXを蓄積しており，無毒の人工種苗とは情
動行動が異なること，無毒のトラフグ稚魚に
TTX を投与すると速やかに中枢神経に取り
込まれて天然魚と同じ行動特性を示すよう
になることを明らかにした。つづいて，脊椎
動物の血液脳関門を通過できないとされて
いた TTXが，天然トラフグの中枢神経（脳，
嗅神経，視神経）に検出され，さらに無毒の
人工種苗に TTX を投与すると速やかに脳に
蓄積されることを明らかにした。 
平成 24～26 年度に採択を受けた課題（基
盤研究(B)）において，トラフグが餌として認
識しないアガロースゲルに TTX を封入する
と，これを積極的に食べるのに対して，嗅覚
を遮断したトラフグ稚魚は TTX を検知でき
ずこれを食べる行動も示さなかったことか
ら，トラフグが嗅覚で TTXを感知して摂食行
動によって体内に取り込むということを世
界で初めて明らかにした。この結果を受けて，
フグが取り込んだ TTX が中枢神経でどのよ
うな作用をするのかを研究課題とした。フグ
の全ゲノム解読（Aparicio et al. 2002 Science）
から，フグは一躍ポストゲノム研究の対象と

なり，性決定遺伝子が発見されるなど
（Kamiya et al. 2012 PLoS One Genetics）飛躍
的な研究の進展がみられている。このビッグ
データを最大限活用して，TTX センシング，
TTXの組織特異的蓄積，TTXによる免疫賦活
化と行動制御といったトラフグに特徴的な
生体機能に関わる機能遺伝子の特定を，次世
代シーケンサーを用いたトランスクリプト
ーム解析によって試みた。その結果，TTXを
嗅いだ個体の嗅上皮から，嗅覚 V2R経路のオ
ドラントリセプターとその後の経路に関わ
る遺伝子発現が見られた。また，TTXを嗅い
だ個体の脳内で摂食促進系（ニューロペプチ
ドＹ）と脳内報酬系（モノアミン系報酬系）
の遺伝子が多量に発現することを見いだし
た。一方，TTX を投与した個体の脳内では，
摂食抑制関連の遺伝子発現が多いことが分
かった。これらのことから，フグが摂食およ
び脳内報酬系によってフグ毒を感知し取り
込むということが強く示唆されるため，「フ
グは脳内報酬系の支配によってフグ毒を取
り込む」という仮説を立てるに至った。 
 
２．研究の目的 
「フグが，なぜ，どのようにしてフグ毒を取
り込むのか」に踏み込んだ研究は，研究代表
者が嚆矢となってまさに黎明の段階の研究
分野である。これまでの成果より「フグは脳
内報酬系の支配によってフグ毒を取り込む」
という大胆な仮説を立て，本研究では，無毒
の人工トラフグ種苗を主な材料に，分子生物
学と組織化学の手法を駆使してこの仮説の
証明に挑戦する。具体的には，フグ毒関知の
経験やフグ毒経口投与が，ドーパミン系の脳
内報酬系およびメラニン凝集ホルモンやニ
ューロペプチドＹ等の摂食関連ホルモン系
に及ぼす影響を経時的に追跡する。それによ
り，フグがフグ毒を取り込むことが，摂食に
係る一連の生得的な行動の一環としての結
果なのか，摂食とは異なる報酬系による調節
経路によるものなのかを明らかにし，フグの
フグ毒蓄積の進化学的意義を探る。 
 
３．研究の方法 
実験１）TTXの取り込みはフグの摂食に影響
を与えるか：無毒のトラフグ人工種苗を用い
て，通常の飼料と TTXを含む飼料を作製し給
餌する。この時，摂餌量や成長量に変化が起
こるかを定量する。 
 
実験２）TTXの感知と摂取によるフグの脳内
報酬系の変化：人工種苗を用いて，空腹状態
と飽食状態の個体について，それぞれの脳か
らドーパミンやニューロペプチド Y を定量
し，報酬系の働きを数値化する。この時に，
TTX を嗅がせた個体とそうでない個体を準
備する。これらの個体についても脳内のドー
パミンやニューロペプチド Yを検出し，先の
空腹―満腹個体間の比較を通じて，TTX感知
や蓄積という現象がトラフグの脳内報酬系



とどのようにリンクするのかを特定する。 
 
実験３）TTX投与による脳内での報酬系関連
物質の動態とそれらの責任遺伝子発現：TTX
を経口投与したトラフグをブアン液で固定
した後，実験 2で特定できた標的物質とその
遺伝子の細胞レベルでの発現を in situハイブ
リダイゼーションによって解析するととも
に，抗体を用いた免疫組織化学的手法によっ
て中枢神経中の標的物質の分布様式を細胞
レベルで詳らかにし，TTXの取り込みがどの
神経にどのような作用をしているのかを特
定する。これらの解析から，TTXの中枢神経
内の動態を調べるとともに標的神経部位の
特定をする。 
 
４．研究成果 
実験１）市販の配合飼料を対照とし，これに
TTX（3.3 MU/g feed）を添加した TTX飼料を
作製した。人工種苗（体長 44 mm，体重 3.6 g）
120尾を 200L水槽 6基に 20尾ずつ収容し，
これらを対照飼料と TTX 飼料を給餌する 2
群に分け，28日間の飼育実験を実施した。そ
の結果，28日後には両群ともに体長 85 mm，
体重 18 gになり，有意差は検出されなかった。
このとき，総摂餌量および同化量にも有意差
は検出されなかった。これらのことから，ト
ラフグの TTX 摂取が少なくとも毒性や負の
生理的な影響を与えないこと（研究発表論文
②）が再確認された。 
 市販配合飼料は主に魚粉をタンパク源と
しており，さらに魚類に対する摂餌誘引物質
の添加や消化吸収を促進するように最適化
されているため，魚粉をベースとする市販飼
料では TTX の摂餌誘引の効果がマスクされ
ると考えられた。そこで，研究代表者らがマ
ダイやヒラメ稚魚に対するタウリンの摂餌
誘因効果を明らかにするために使用した，魚
粉の代わりにカゼインをベースとする対照
飼料を作製し，これに TTX（2.4 MU/g feed）
を添加した（表１）。 

 

 人工種苗（体長 42 mm，体重 2.1 g）120尾
を 200L水槽 6基に 20尾ずつ収容し，これら
を対照飼料とTTX飼料を給餌する2群に分け，
35 日間の飼育実験を実施した。その結果，
TTX 飼料を与えた稚魚の成長が対照飼料の
それよりも勝った（図１）。一方，総摂餌量
や同化量には有意差は検出されなかった。 

 
 トラフグは高ストレス下で噛み合いを起
こし，尾鰭欠損率が高くなる。飼育最終日の
尾鰭欠損率は，TTX給餌区の方が無毒区より
も有意に低い値であった（図２）。 

 

 以上のことから，TTXにはトラフグの成長
促進効果のあることが明らかになり，さらに
尾鰭欠損率低下により示されるストレス軽
減効果のあることが確認された。 
 
実験２）無毒のトラフグ人工種苗（体長42 mm, 
体重 2.0 g）を用いて，無処理の個体（対照）， 
100 MUの TTXを海水に添加して TTXを嗅
がせた個体（TTX 浸漬），市販配合飼料を飽
食量給餌した個体，TTX飼料を飽食量給餌し
た個体の４群に分け，各々の脳から RNA を
抽出し，ニューロペプチド Y（NPY）遺伝子
の発現量をリアルタイム PCR によって調べ
た。その結果，TTX 浸漬個体に NPY 発現が
10倍以上高くなるものが見られ，次いで TTX
飼料を摂餌した個体にも発現量の高い個体
が出現した（図３）。 

 
２年次に亘って同様の実験を行って，同様の
傾向が見られた。 
 なお，ドーパミン系の遺伝子についても，
NPY と同様のリアルタイム PCR 測定系の構
築を試みたが，測定系を構築するには至らな



かった。 
 
実験３）TTX投与による脳内での報酬系関連
物質の動態とそれらの責任遺伝子発現：実験
１および２で得られたトラフグをブアン液
で灌流固定を施した後，他魚種の NPY 抗体
を用いた免疫組織化学的手法によって検出
を試みたが，数種の方法で行ったところ，い
ずれも検出するに至らなかった。 
 また，in situハイブリダイゼーションも試
みたが，本法でもいくつかの条件設定を試み
たにも関わらず，検出に至らなかった。 
 
以上の実験から，フグがフグ毒を取り込む
ことが，摂食に係る調節経路を活性化し，消
化吸収効率を上げることによって成長率が
高くなることが示された。さらに，TTX摂取
による稚魚のストレス低減効果が再確認さ
れた。 
実験に使用したカゼイン飼料をマダイや
ヒラメの稚魚に給餌した場合は飼料の餌食
いが劣り，摂餌誘引物質（タウリン）の添加
効果を明瞭に出すことができたが，トラフグ
の場合は対照飼料も十分に摂餌した。したが
って，TTX の添加効果を検証するにあたり，
明瞭でないところがあった。この原因には，
試験飼料に一部魚粉が使用されていること，
また，魚油やオキアミミールを微量ながら配
合していたことが影響を与えた可能性が否
定できない。 
今後，タンパク源を全てカゼインに置換し
た試験飼料を用いることで，よりクリアに検
証できるものと考えている。 
また，NPY等の免疫組織化学的検出が不調
で，定量 PCRによる検出に切り替えたことで，
実験の進捗に一部遅れが生じたが，トラフグ
稚魚に対して食欲促進ホルモンである NPY
遺伝子発現の上昇が確認されたことから，本
研究の仮説を支持する結果が得られている
と考えた。 
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