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研究成果の概要（和文）：　トラフグのTTX非保有個体（約1,600 g）にTTX含有餌料を経口投与したところ、消
化管から取り込まれたTTXは肝臓もしくは卵巣に蓄積された。雌個体は雄個体より肝臓に蓄積されたTTXの量が少
なく、その差は卵巣へのTTX蓄積が要因だと推察された。自然環境から採取したトラフグ（約2,000 g）の雌個体
および雄個体から血液を採取し、フグ毒結合タンパク質（PSTBP）の抗体を用いたウエスタンブロット法に供し
た。その結果、複数のバンドが得られ、70～100 kDaのサイズでは既報とほぼ同サイズのバンドが得られた。一
方で、それ以下のサイズでは既報よりも一つもしくは二つほど多く、バンドが検出された。

研究成果の概要（英文）：Cultured Takifugu rubripes were orally administered TTX-containing feed 
homogenate  (approximately 1,600 g). TTX take up from their digestive tract accumulated in the liver
 or ovaries. Females accumulated less TTX in their livers than males, and the difference was 
presumably due to TTX accumulation in the ovaries. Plasma were collected from female and male T. 
rubripes(approximately 2,000 g) from the natural environment. The plasmad were subjected to Western 
blotting using an antibody for tetrodotoxin binding protein (PSTBP). The result showed that multiple
 bands were obtained, with the 70-100 kDa size band being almost the same size as previously 
reported. On the other hand, one or two more bands were detected at smaller sizes. 
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研究成果の学術的意義や社会的意義
トラフグ属魚類は特定部位に多量のテトロドトキシン（TTX）を蓄積するが、それを担う分子機構は明らかにな
っていない。その点を解明するため、トラフグのTTX蓄積部位と毒結合タンパク質（PSTBP）に関する調査を実施
した。その結果、成熟個体は肝臓もしくは卵巣が主要な蓄積部位であること、肝臓は雌個体の方が蓄積量が少な
くその分は卵巣に蓄積されたことが推察された。トラフグの主要なTTX蓄積部位が成長、成熟段階で異なること
は、トラフグを研究する上で重要な基礎知見となる。また、段階の異なる個体でPSTBPの構成に差があることも
明らかとなり、今後の研究に貢献しうる知見が得られたことは学術的、社会的意義がある。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
日本ではトラフグ属魚類の有毒部位の誤食を原因とした食中毒がしばしば発生してきた。そ

のため、トラフグ属魚類と毒の原因物質であるテトロドトキシン（TTX）に関する研究が先駆的
に進められてきた。同属魚類は総じて皮、肝臓、および卵巣に多量の TTX を蓄積するが、筋肉
や精巣にはほとんど蓄積しない 1)。また、トラフグ属魚類は成長や成熟に伴い主要な TTX 蓄積
部位が変動する 2), 3)。しかしながら、特定の部位に TTX が蓄積される要因や主要蓄積部位が移
り変わるメカニズムは不明なままである。 
ヒガンフグから報告された TTX 結合タンパク質（PSTBP 1、PSTBP 2）は、血液中では二

量体で存在する 4)。しかしながら、その二量体が PSTBP 1 または 2 同士、もしくは PSTBP 1
と 2 で構成されるかどうかについては検証されていない。申請者はトラフグの TTX 非保有個体
が PSTBP と配列相同性の高い遺伝子（相同性 80～90%）を有し、2 ドメインタイプだけでは
なく、1 ドメインタイプもタンパク質として発現することを見出した 5)。前述のとおり PSTBP
が複数存在すること、および PSTBP が複合体を形成することについては報告されているが、そ
の意義が検証された例はない。 
 
２．研究の目的 
これまでにトラフグ属魚類は特定の部位に多量の TTX を蓄積すること、成長や成熟に伴い主

要な TTX 蓄積部位が変動することが明らかとなってきた。しかし、それらを担う分子メカニズ
ムは解明されていない。申請者はトラフグ属魚類が複数の PSTBP 遺伝子を有すること、タンパ
ク質として複合体が形成されていることから、“PSTBPの複合体の構成が TTX 輸送先の部位を
決定する”との仮説を立てるに至った。本研究ではトラフグを研究対象にして、自然環境から採
取した個体（天然個体）や養殖により作出した TTX 非保有個体（養殖個体）を試料として用い、
仮説の検証を目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）トラフグの天然および養殖個体を用いた TTX の主要蓄積部位の調査 
トラフグの天然個体（雌個体：約 1,700 g, 雄個体：1,500～2,400 g）を活魚で入手した。これ

らの試料について、血液を採取した後に皮、筋肉、肝臓、および生殖腺（卵巣もしくは精巣）を
摘出した。成熟度を推定するため、体重と生殖腺重量から生殖腺体指数（GSI）を算出した。摘
出した部位は抽出作業に供するまで－30℃で保存した。TTX の抽出は食品衛生検査指針理化学
編の参考法に準じて行った。得られた試験液の TTX 濃度（µg/g）は、蛍光検出器を備えた高速
液体クロマトグラフ（HPLC-FLD）に供することで測定した。 
トラフグの養殖個体（雌個体：1,500～1,600 g, 雄個体：1,500～1,700 g）を活魚で入手し、

TTX 含有餌料の経口経管投与実験を行った。TTX 含有餌料を経口投与した個体は投与 24 時間
後に取り上げて血液採取後に皮、筋肉、肝臓、生殖腺、および消化管を摘出した。成熟度の推定
として天然個体と同様に GSI の算出を行った。また、生殖腺の一部をヘマトキシリン・エオジ
ン（HE）染色に供することで、卵巣と精巣の成熟段階を確認した。摘出した部位は天然個体と
同様の作業を行い、TTX 濃度を測定した。 
 
（2）トラフグの天然個体を用いた PSTBP の発現調査 
 トラフグの天然個体（約 2,000 g）を活魚で入手した。これらの試料について血液を採取し、
遠心分離（4℃、7,000×g、6 分間）を行った。遠心後の上清を取り出し、実験に供するまで－
30℃で保存した。解凍した血漿を適宜希釈し、SDS-PAGE に供した。その後 PSTBP 抗体を用
いたウエスタンブロット法に供することで、PSTBP 複合体を形成する各 PSTBP の検出を行っ
た。 
 
４．研究成果 
（1）トラフグ天然個体の GSI を算出したところ、雌個体は約 10、雄個体は 17～27 であった。
これら試料の皮、筋肉、肝臓、および生殖腺に含まれる TTX を調べたところ、雌個体は卵巣も
しくは肝臓が、雄個体は肝臓が主要な TTX の蓄積部位であることが推察された。TTX 投与実験
に用いた養殖個体の GSI は雌個体が約 7、
雄個体が約 18 であった。卵巣および精巣の
組織学的観察の結果、卵巣では卵黄球期の
卵母細胞が生殖細胞の多くを占めており、
精巣では多数の精子が観察された（図 1）。
これらの点から実験に用いたトラフグは成
熟が進んだ個体だと推察された。  
 
                    図 1 HE 染色に供したトラフグ生殖腺の組織切片 



HPLC-FLD の結果、消化管、肝臓、および卵巣から TTX が検出された。雌個体と雄個体で総
TTX 量（µg/individual）を比較したところ、雌雄差は認められなかった（図 2A）。この点から、
TTX の体内への取り込みに雌個体と雄個体で差はないものと推察された。TTX 量（µg/tissue）
で 3 部位への蓄積状況をみると、まず TTX 投与部位である消化管では雌雄差が認められなかっ
た（図 2B）。一方で、肝臓では雌個体の方が雄個体よりも有意に低いことが分かった（図 2C）。
また生殖腺の結果（図 2D）も考慮すると、肝臓における TTX 量の雌雄差は卵巣への TTX 蓄積
が原因であるものと推察された。  

図 2 雌雄別の総 TTX 量（A）と消化管（B）、肝臓（C）、および生殖腺（D）の雌雄別 TTX 量 
 
 
（2）サンプル調製、SDS-PAGE、ウエスタンブロット法の条件を検討したところ、トラフグ血
漿から複数のバンドを検出することができた。70～100 kDa のサイズでは、既報 6)とほぼ同サ
イズのバンドが得られた。一方で、それ以下のサイズでは既報 6)よりも一つもしくは二つほど多
くバンドが検出された。既報 6)は未成熟の個体を用いていることから、成熟段階の差が発現する
PSTBP 複合体の違いに寄与する可能性が示唆された。 
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