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研究成果の概要（和文）：テトロドトキシン(TTX)は、海洋ではフグ、カニ、タコなどに存在し、起源生物は細
菌としているが、どこでTTXが生産されるのか、なぜ広範な生物が毒化するのか不明で、生合成遺伝子も未解明
である。本研究では、海底土壌1サンプルからTTXを同定した。また、海底付近の微小生物のDNA網羅的解析を実
施した。さらに、海水中に吊るして養殖したホタテガイを分析し、微量のTTXを国内で初めてLCMSで同定した。
TTX濃度は食品衛生的に問題のないレベルであった。TTXは8月-10月にかけてピークを示し、3年間繰り返され
た。ホタテガイから検出されたTTXは麻痺性貝毒生産渦鞭毛藻に起因しないと考えられた。

研究成果の概要（英文）：Tetrodotoxin (TTX) is detected in some marine animals, pufferfish, crabs, 
octopuses, etc., and bacterial production of TTX has been reported. However, the questions such as, 
where TTX is produced, and why TTX is widely distributed among marine organisms, have not been well 
answered yet. Biosynthetic genes of TTX have not been identified neither. In this study, we analyzed
 TTX in marine sediments, and in the scallops cultured in a bay of East Japan, which were temporally
 collected for three years. TTX was clearly detected in the marine sediment one time. TTX in the 
scallops was identified by LCMS for the first time in Japanese bivalves. However, the TTX 
concentrations in the edible tissues were confirmed to be lower than the restricted concentration 
proposed by European Food Safety Authority (EFSA). The concentrations of TTX in scallops repeatedly 
increased from August to October in three years.

研究分野： 天然物化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、未解明のTTX生合成を解決するために、海底土壌サンプルのTTX分析や、海底付近の微小生物のDNA
網羅的解析を行い、TTX生合成遺伝子を探索した。さらに、海水中に吊るして養殖したホタテガイを分析し、微
量のTTXを国内で初めてLCMSで同定した。また、TTXは8月-10月にかけてピークを示すことを初めて示した。これ
らは、海洋生物のTTX毒化メカニズム解明において、学術的意義がある。また、ホタテガイ可食部のTTX濃度は食
品衛生的に問題のないレベルであることを明らかにし、社会的意義もある。

※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 
テトロドトキシン(TTX)はフグ毒として知られるが、海洋では他にカニ、タコなど、陸上ではイ

モリ、カエルに存在する。起源生物は細菌としているが、どこで膨大な TTX が生産されるのか、
なぜ、広範な生物が毒化するのか、わかっていない。生合成遺伝子も未解明である。我々は、こ
の問題を解決しようと様々な実験を試みた。その一つとして東日本の湾で海底土壌を採集して
TTX を分析し、その結果、高分解能 LCMS/MS で TTX を同定した。このことから海底土壌に
TTX 生産細菌が存在して TTX を生産していると考え、その遺伝子を探索することを計画した。
また、過去に児玉らは高濃度の TTX をホタテガイから検出し(1993)1)、さらにその TTX は麻痺
性貝毒を生産する渦鞭毛藻 Alexandrium catenella (Group I) (旧 A. tamarense)が生産すると報
告した(Toxicon1996) 2)。このことから、海底土壌中の TTX は、A. catenella (Group I)のシスト
由来である可能性も考えられた。さらに、社会的背景として、ヨーロッパ、ニュージーランド、
中国などで二枚貝から TTX が検出され、2017 年に EU の食品安全委員会(EFSA)は、魚介類中
の TTX の安全基準値を設定した 3)。日本では、本研究開始時点で、上述の児玉らの報告はある
が、養殖も含めてホタテガイなど二枚貝中の TTX は LCMS で調べられていなかった。 
 

２．研究の目的 
 本研究では、海底土壌や海水中のプランクトン(浮遊生物)中の TTX を分析し、海洋環境にお
ける TTX の起源や TTX 生合成遺伝子を探索することを目的とした。また、自然環境下で養殖
されているホタテガイは、海底および海面から一定の距離を置いて、海水中に吊るされて養殖さ
れている。そのため、その養殖ホタテガイの TTX による毒化を探れば、TTX の動態解明の手が
かりになると考えられた。また、上記のような社会的背景（食品衛生的背景）からも、ホタテガ
イの TTX 分析は必要と考えられた。そこで、本研究では、TTX および麻痺性貝毒を長期(3 年
間)にわたり定期的に分析し、日本のホタテガイ中に TTX が検出されるのか、また麻痺性貝毒に
よる毒化が関連するのかどうかなどを調べ、TTX 起源生物についても考察することを第二の目
的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 海底土壌および海水中プランクトンの採集と TTX の分析 
 東日本のホタテガイを養殖している湾内の海底および川の河口やその周辺の土壌を、2 年間、
3-10 月に年に多数回採集した。これらのサンプルについて、蛍光 HPLC 法や LCMS で TTX を分析
した。前処理として、水抽出して活性炭処理後、イオン交換カラムで精製した。プランクトン（浮
遊生物）についても、3 年間 3-10 月に年に 5-6 回、ホタテガイが養殖されている地点およびそ
の周辺でプランクトンネットを引き、採集した。その後、濾紙上に捕集し、同様に抽出、精製し
TTX 分析に供した。 
 
(2)養殖ホタテガイの定期的採集および TTX、麻痺性貝毒の分析 
 東日本の湾内の一定の場所で、海水中に吊るして養殖されたホタテガイを 2017 年は 4月から
12 月まで 30 回、定期的に 5 個体づつ採集し、中腸腺を前処理後、HILIC-LCMS(MRM)で TTX およ
び麻痺性貝毒を一斉に分析した 4)。分析方法についても確立した。また、その結果から可食部の
TTX、麻痺性貝毒の濃度も算出した。さらに、2018 年、2019 年は、それぞれ 1月から 12 月まで
同様に定期的にホタテガイを採集し、分析した。 
 
(3)海底付近の微小生物の採集と環境 DNA 網羅的解析(メタバーコーディング解析) 
 海底付近の微小生物を採集し、DNA を抽出して委託にて次世代シーケンサーを用いたメタバー
コーディング解析を行い、生物種の分類、同定を試みた。 
 
４．研究成果 
(1) 海底土壌および海水中プランクトンの採集と TTX の分析 
 海底土壌から 1 サンプルのみ蛍光 HPLC でも LCMS でも鮮明に TTX と数種の類縁体が検出され
た。しかし、それ以外の土壌サンプルでは、TTX は極微量かあるいは検出感度以下であった。ま
た、海水中プランクトンにおいても TTX は極微量かあるいは検出感度以下であった。 
 
(2) 養殖ホタテガイの定期的採集および TTX、麻痺性貝毒の分析 
分析結果を図 1 に示す 4)。2017 年のホタテガイから、日本の二枚貝としては初めて TTX を

LCMS で同定し、定量、定性分析した 4)。高分解能 LCMSMS でも TTX 標品と一致したフラグ
メントパターンが得られた。TTX 濃度は 8 月 22 日に最高値を示した(中腸腺で 421 nmol/kg、
可食部で 23 nmol/kg (7.3 µg/kg))。しかし、このように微量であり、可食部についても EU の基
準値(可食部 44 µg/kg) 3)を下回っていることが確認できた。これは、食品衛生的に意義のあるこ
とであると考える。一方、分析したホタテガイは高濃度の麻痺性貝毒を含有していた。麻痺性貝



毒の最高値は 5 月 23 日に見られ、182 µmol/kg であった(全類縁体合計)。ホタテガイの麻痺性
貝毒濃度は、その生産生物である A. catenella (Group I)(旧 A. tamarense)の海水中の細胞密度
と連動していたが、TTX濃度とは連動していなかった。この点は児玉らの報告 1,2)と一致しない。
また、A. pacificum (Group IV) (旧 A. catenella)の細胞数は一見 TTX 濃度と関係がありそうに
も見えたが、A. pacificum (Group IV) の培養株を分析すると TTX は検出されなかった。この
ことから、これらの渦鞭毛藻がホタテガイの TTX の供給者ではないと考えられた。2018 年と
2019 年のホタテガイも同様に分析し、2017 年と類似した結果が得られた。いずれも、ホタテガ
イ中に TTX は検出されたが、濃度は極微量で EU の基準値 3)以下であった。ピークの時期は 3
年間ほぼ同様であり、TTX の蓄積が年周期で繰り返されることが初めて明らかになった。 

図 1  2017 年の養殖ホタテガイ中腸腺中の麻痺性貝毒 (A)と TTX (B)の濃度の時系列変化、
および A. catenella (Group I)と A. pacificum (Group IV)の海水中の細胞密度(文献 4 より改編） 
 
(3)海底付近の微小生物の採集と環境 DNA 網羅的解析(メタバーコーディング解析) 
 海底付近の微小生物を採集し、DNA を抽出して委託にてメタバーコーディング解析を行い、生
物種の分析を試みた結果、優先種は、一般的な各種ベントス、動物プランクトン、細菌などに分
類された。報告されている TTX 含有生物の DNA は検出されなかった。 

 
以上のように、海底土壌からは１度 TTX が LCMS で検出されたが、同じ場所でも他サンプル

からは検出されなかった。また、存在する生物をメタバーコーディング解析で DNA を分析し、
広範な生物の DNA が検出された。ここから、TTX 生産に結びつけるにはさらなる絞り込みが
必要と考えられた。一方、湾内の定点で養殖されたホタテガイは３年間同じ時期に、食品衛生的
には問題がないレベルで TTX を含有することが、本研究による LCMS 分析で日本の二枚貝と
して初めて明らかになった。児玉ら 1,2)が渦鞭毛藻 A. catenella (Group I)が TTX を生産してい
ると報告しているため、土壌中にそのシストが存在している可能性も考えたが、海水中の A. 
catenella (Group I)の細胞数とホタテガイの TTX による毒化時期はずれているため、A. 
catenella (Group I)が TTX を生産して、ホタテガイに供給しているとは考えにくい。また、培
養株の A. pacificum (Group IV)からも TTX は検出されなかったため、この渦鞭毛藻もホタテガ
イの TTX 供給源である可能性は低い。また、ホタテガイ養殖地点付近のプランクトンを捕集し
て分析しても TTX は検出されなかった。ホタテガイが大量の海水を濾過してプランクトンを餌
にしているため、極微量の TTX であっても海水浮遊物からホタテガイに供給されて、高度に生
物濃縮されていると考えられる。これは毎年 8 月から 10 月にかけての時期に起こる現象である
ことが本研究で明らかになった 4）。 
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