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研究要旨 
本分担研究では、正確に定量したフグ毒テトロドトキシン（TTX）を用いて、TTX 濃度を合わせ
た上で、この溶解液(溶媒：0.1%酢酸：マウス検定法の場合と同一)と、マウス検定法で使用され
る TTX を含むフグ粗毒原液（肝、卵巣、筋肉由来）由来の調整液との急性毒性のハザード（毒力）
を、マウス毒性試験（腹腔内投与及び経口毒性）により比較検討し、以下の本研究全体の目標に
貢献する事を目的とする。すなわち、フグ卵巣の糠漬けなど長期間塩蔵処理することにより人の
健康を損なうおそれがないと認められるフグの部位を対象とした 10 マウスユニット(MU)/g の基
準値の妥当性について検証し、必要に応じてより合理的な基準値を提案する事を念頭に置いた。 
 平成 30 年度（今年度）は、市販の生化学用テトロドトキシンの溶液（溶媒：0.1%酢酸液）を
ddY 雄性マウス（4週齢）に腹腔内投与した際の、マウスユニット算出法の検討をおこなった。1.82 
MU と予想された TTX の 0.40 μg/ml の投与液を用いて検討した結果、この毒力は 1.92 MU と算出
され、概ね予想される結果が得られた。 
 また 7週齢のマウスを用いて、強制経口投与による用量設定予備実験（0, 100, 300, 500, 700 
μg/kg）（各群 3 匹）を実施した。その結果、500 および 700 μg/kg 投与群では、各 3 匹全例の
死亡が認められた。一方、300μg/kg 以下の投与群では死亡例が認められなかった。したがって
この実験結果からは半数致死量（LD50値）は、300 以上 500 未満 μg/kg と考えられた。この点、
欧州食品安全機関（EFSA、European Food Safety Authority）の報告書では、経口投与における
TTX の LD50値を 232〜532 μg/kg と、ほぼ同様な結果を報告している。別途 RTECS (Registry of 
Toxic Effects of Chemical Substances)情報では、マウス（系統、性別や週齢は不明）経口投与
による TTX の LD50値を 334 μg/kg と報告しており、この結果も当方の実験結果と合致する。し
たがって、TTX の経口投与による LD50値は、再現性が高いものと推察された。 
 来年度以降は、別課題「１.フグ毒 TTX のｑNMR 法の開発と標準毒の調製」から提供された TTX
調整液（溶媒：0.1%酢酸液）ならびに、食品衛生検査指針でのマウス検定法で使用されるフグ粗
毒原液（肝、卵巣、筋肉由来）を用いて、両者の TTX 濃度を一致させるよう調整した上で、食品
衛生検査指針での「マウス毒性試験」（溶媒対照群は設置する）をおこない、両者のマウスユニッ
トを求めることによる毒力比較をおこなう予定である。進捗に応じて、フグの無毒部分（皮膚な
ど）への TTX 添加実験による投与影響も考慮し、この結果も比較検討する予定である。
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Ａ．研究目的 

 フグの安全性確保については、現行のフグに係

る規制（処理等により人の健康を損なうおそれが

ないと認められるフグの種類、部位等）の遵守に

より食中毒の発生を防止している。さらに、フグ

卵巣の糠漬けなどについては 10 MU/g の規制値を

設けてリスク管理がなされている（フグの衛生確

保について（昭和５８年１２月２日環乳第５９

号）。しかし、基準値についての科学的な妥当性

については十分に検証されていない。 

 近年、二枚貝からフグ毒テトロドトキシン（TTX）

が検出され、EUにおいて貝類の TTX のリスク評価

が行われ、TTX のリスクは国際的に注目されるよ

うになっている。欧州食品安全機関（EFSA）が取

りまとめた報告書では、既往知見であるヒトに対

する最低致死用量が 2 mg であることに疑問が示

された。その一方で、マウス腹腔内投与毒性にお

ける半数致死量（LD50）を 9〜12.5 μg/kg、経口

投与における LD50を 232〜532 μg/kg と推定し、

また「単回経口投与の際の無気力状態(apathy)と

いう一般状態変化を指標」とした急性参照用量

(ARfD)を 0.25 μg/kgBW と導出し、貝類を 400 グ

ラム喫食した場合のヒトに対し有害な影響をも

たらさない貝肉中の含有量を 44 μgTTX 等量/kg

貝肉と推定している。ARfD とは、ヒトがある物質

を 24 時間以内に経口摂取した場合に、健康に悪

影響を示さないと推定される一日当たりの摂取

量である。この報告書では、今後、解明すべき研

究項目として、二枚貝などにおける TTX の汚染状

況や蓄積動態の解明、分析用TTX標準物質の製造、

調理による TTX の分解動態、TTX やその類縁体の

急性経口毒性の解明などがあげられている。 

 毒性試験で利用する標準毒は、正確な濃度決定

（値付け）が必要であるが、TTX において正確な

値付け法は未だに開発されていない。近年、定量

核磁気共鳴法（qNMR）が国際単位系（SI）トレー

サブルな高精度測定法である「一次標準測定法」

の候補として検証が続けられており、下痢性貝毒

オカダ酸群などの値付け法として有望であるこ

とが報告されている。 

 そこで本研究では、主として qNMR による TTX

や TTX 類縁体の正確な定量法を開発し、正確に定

量した TTX を用いて毒力を評価し、一方で、TTX

を対象とした LC/MS/MS 法を用いてフグやフグ糠

漬けに含まれる TTXや TTX類縁体含量を定量して、

わが国のフグに係る規制の妥当性を確認する。す

なわち、フグ卵巣の糠漬けなど長期間塩蔵処理す

ることにより人の健康を損なうおそれがないと

認められるフグの部位を対象とした 10 マウスユ

ニット(MU)/g の基準値の妥当性について検証し、

必要に応じてより合理的な基準値を提案する。 

 本分担研究では特に、正確に定量した TTX を用

いて、TTX 濃度を合わせた上で、この溶解液(溶

媒：0.1%酢酸：マウス検定法の場合と同一)と、

マウス検定法で使用されるTTXを含むフグ粗毒原

液（肝、卵巣、筋肉由来）由来の調整液との急性

毒性のハザード（毒力）を、マウス毒性試験（腹

腔内投与及び経口毒性）により比較検討し、以下

の本研究全体の目標に貢献する事を目的とする。

すなわち、フグ卵巣の糠漬けなど長期間塩蔵処理

することにより人の健康を損なうおそれがない

と認められるフグの部位を対象とした 10 MU/g の

基準値の妥当性について検証し、必要に応じてよ

り合理的な基準値を提案する事を最終的な目標

として検討を進めることとした。なお、1 MU（体

重 20 g の雄性 ddY マウスを腹腔内投与にて 30 分

で死亡させる量）は、TTX 0.22 μgに相当すると

考えられている（食品衛生検査指針）。 

 

Ｂ．研究方法 

 平成30年度は、食品衛生検査指針に収載される

マウス検定法にしたがった予備実験、すなわちフ

グ粗毒原液ではなく、市販の生化学用テトロドト

キシン（95.7 ％）の溶液（溶媒：0.1%酢酸液）

をddY雄性マウス（4週齢）マウスに腹腔内投与し

た際の、マウスユニット(MU)算出法の検討をおこ

なった(以降、MU算出予備実験)。また7週齢のマ

ウスを用いて、強制経口投与による用量設定予備

実験を実施した（以降、経口投与用用量設定予備

実験）。 

 平成31年（令和元年）度は、別課題「１.フグ

毒TTXのｑNMR法の開発と標準毒の調製」から提供
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されたTTX調整液（溶媒：0.1%酢酸液）ならびに、

食品衛生検査指針でのマウス検定法で使用され

るフグ粗毒原液*（肝、卵巣、筋肉由来）を用い

て、両者のTTX濃度を一致させるよう調整した上

で、食品衛生検査指針での「マウス毒性試験」（急

性）（腹腔内投与）（群構成、週齢などは食品衛生

検査指針でのマウス検定法に準ずる。ただし、溶

媒対照群はおく）をおこない、両者のマウスユ

ニットを求めることによる毒力比較をおこなう

予定である。進捗に応じて、フグの無毒部分（皮

膚など）へのTTX添加実験による投与影響も考慮

する。 

 令和2年度は、前年度に引き続き「１．フグ毒

TTXのｑNMR法の開発と標準毒の調製」から提供さ

れたTTX調整液（溶媒：0.1%酢酸液）ならびに、

食品衛生検査指針でのマウス検定法で使用され

るフグ粗毒原液（肝、卵巣、筋肉由来）を用いて、

両者のTTX濃度を一致させるよう調整した上で、

フグ毒摂取経路である経口投与による、常法によ

るマウス急性毒性試験をおこない（系統、週齢、

性などは食品衛生検査指針の場合のものと同じ

とするが、溶媒対照群は設置する）、急性毒性に

おける無毒性量の算出を試みる予定である。 

 さらに、EFSAの報告におけるTTXのARfDとの比

較をおこない、あるいはTTXの現行のフグに係る

10 MU/g規制値について検証し、必要に応じて科

学的な根拠に基づく新たなリスク評価のための

基礎資料を提供する。 

 *：粗毒原液の抽出法（食品衛生検査指針）：フ

グの組織麿砕物10 gをビーカーに採取し、0.1%

酢酸25 mLの中で、沸騰浴中でときどきかくはん

しながら加熱（10分間）、その後、冷却、減圧濾

過によりろ紙上の残渣を0.1%酢酸で反復洗浄し、

濾液を合一して50 mLとする。 

 

B-1：被検物質 

テトロドトキシン(tetrodotoxin, TTX) (生化

学用); 分子量319.27、CAS No. 4368-28-9、富士

フイルム和光純薬(株))を、予備実験用に使用し

た。 

カタログ番号：206-11071 

ロット番号 ：LKG5746 

純度    ：95.7 ％[HPLC] 

 なお本実験用である別課題「１.フグ毒TTXのｑ

NMR法の開発と標準毒の調製」から提供された正

確に定量されたTTXは、鈴木敏之先生（中央水産

研究所 水産物応用開発研究センター センター

長）より入手済みである（2019年・平成31年1月

29日）。 

  

B-2：投与液の作製  

 MU算出予備実験用には、溶媒は0.1%酢酸とし、

酢酸（試薬特級・医薬品試験用、012-23325、Lot 

APL3147、純度100.0 ％、富士フイルム和光純薬

(株)）を注射用蒸留水（日本薬局方 大塚蒸留水、

K7L82、大塚製薬）にて希釈した。投与に際して

は、まず1 mgのテトロドトキシンを1 mlの注射用

蒸留水に溶解させ（1 mg/ml原液）、これを0.1%

酢酸液にて適宜希釈し、1.82 MUと予想（1 MU＝

テトロドトキシン 0.22 μgとした場合）される

TTX投与液[0.40 μg/ml] を作製した。投与容量
は、食品衛生検査指針に従い、マウス１匹あたり

1 ml (腹腔内投与)とした。この理由は、食品衛

生検査指針でのマウス検定法では、はじめの試験

（予備試験）で、致死時間が7～13分程度ににな

るように濃度を調製し希釈する必要があるため

である（2.39～1.42 MU ＝ テトロドトキシン 

0.53～0.31 μg）。 

 なお、経口投与用用量設定予備実験用にも、同

様にに調整し（溶媒：0.1%酢酸）、投与容量は、

マウス体重100gあたり1mlとした。 

 

B-3：投与方法 

 MU算出予備実験用には、マウスに、用時調整し

た被検物質投与液を、1 ml用プラスチック製注射

筒（テルモ ディスポシリンジ、SS-01T ツベル 1 

ml、テルモ）および26G注射用針（テルモ注射針、

NN-2613S、161125D、テルモ）を用いて腹腔内投

与を実施した。 

 なお、経口投与用用量設定予備実験用の場合に

は、金属製胃ゾンデ(KN-348、夏目製作所)と同様

のシリンジにて強制経口投与を実施した。 
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B-4：使用動物 

 MU算出予備実験用には、食品衛生検査指針での

マウス検定法に従い、4週齢の雄性ddYマウス（日

本SLC）を購入後、翌日に一般状態を確認し、体

重別層化無作為抽出法により群分けをおこない、

20匹から選別し、一つの試験に供した。動物は、

マウス用 IVC 個別換気式ケージシステム

（W19.7×L34.0×H13.8 cm、ポリエチレンテレフ

タラート製インナーケージ使用）にて群飼育（4

匹/ケージ）し、室温23±1℃、湿度50±5％、換

気回数15回／時間、照明12時間（8時〜20時）点

灯、12時間（20時〜8時）消灯という環境下、ケ

モハザード対応の動物飼育室で飼育した。また、

餌はCRF-1固形飼料（オリエンタル酵母工業）を

与え、水は水道水を給水ビンにて自由摂取させた。

日内変動を考慮し、午前10時からの20分間以内に

投与を終了した。 

 なお、経口投与用用量設定予備実験用の場合で

は、同系統7週齢のマウスを用いて検討した。 

 

B-5：実験群の構成 

 MU算出予備実験用には、食品衛生検査指針のマ

ウス検定法に従い、1)予備試験用に2匹、2)本試

験用に3匹（この匹数は、予備試験で致死時間が7

～13分にあったため本試験の最初の2匹が省略さ

れたためである）の計2群、5匹とした。 

 経口投与用予備実験用には、各投与用量（0, 

100, 300, 500, 700 μg/kg）につき3匹ずつ、計

5群、15匹とした。  

 

（倫理面への配慮） 

 動物実験の計画及び実施に際しては、科学的及

び動物愛護的配慮を十分行い、下記、所属の研究

機関が定める動物実験に関する規定、指針を遵守

した。「国立医薬品食品衛生研究所・動物実験等

の適正な実施に関する規程（平成27年4月版）」。 

 

B-6：投与液中TTX濃度の定量分析 

マウスへの投与実験に使用したTTX投与液（B-2

に記載）に含まれるTTXをLC-MS/MSで定量分析し

た。装置にAgilent Technologies社製の高速液体

クロマトグラム-トリプル四重極型質量分析計

（LC：Agilent 1290 Infinity、MS：Agilent 6460 

Triple Quad MS）を使用した。以下に測定条件を

示した。 

分析カラム：InertSustain Amide (2.1×75 mm, 

3 µm) 

移動相A：水（0.25 mMギ酸、2.5 mMギ酸アンモ

ニウム） 

移動相B：95%アセトニトリル（0.25 mMギ酸、

2.5 mMギ酸アンモニウム） 

カラム温度：45℃ 

アイソクラティック分析：71%B(15分間) 

流速：0.4 mL/min 

注入量：5 µL 

イオン源：ESI（Agilent Jet Stream、Positive） 

ドライガス：N2（300℃、12 L/min） 

ネブライザー：N2（55 psi） 

シースガス：N2（380℃、11 L/min） 

キャピラリー電圧：3,500 V 

ノズル電圧：500 V 

フラグメンター電圧：135V 

コリジョンエネルギー：35 eV 

コリジョンガス：N2 

測定モード：MRM 

モニターイオン： m/z 320 > m/z 302 

m/z 320 > m/z 162 

m/z 320 > m/z 60 

また、投与液中にTTX以外の類縁体が存在するか

確認するために、SCANモードおよびSIMモードで

の測定を行った。 

SCANモードの測定範囲：m/z 250-350 

SIMモードのモニターイオン 

TTX, epiTTX： m/z 320 

deoxyTTX： m/z 304 

anhydroTTX： m/z 302 

dideoxyTTX： m/z 288 

trideoxyTTX： m/z 272 

11-oxo-TTX： m/z 336 

TTX投与液（0.40 µg/mLに調製した0.1%酢酸溶液）

を0.1%酢酸水で2倍希釈し、次いで80%アセトニト
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リル(0.1%酢酸)で10倍希釈、さらに50%アセトニ

トリル(0.1%酢酸)で4倍希釈したものをMRM測定

用溶液（マウス投与液の80倍希釈液）とした。 

定量分析に使用した標準溶液は、Laboratorio 

CIFGA S.A.製の認証標準物質（CRM-03-TTXs）で

値付けしたTTX溶液（富士フィルム和光純薬工業

株式会社製, 細胞生物学用, 蒸留水で希釈した

もの）を使用し、投与液と同様に測定液を調製し

た。 

 

B-7：TTX溶液の安定性試験 

マウスへの投与実験に際し、溶液中のTTXの安

定性及び類縁体への変換を明らかにするために、

-30℃、4℃、および25℃の遮光条件下で保存し、

LC-MS/MS分析に供した。LC-MS/MS測定はSCANおよ

びMRMはモードとし、B-6記載の条件下で行った。

SCANモードの測定範囲はm/z 250-350、MRMモード

のモニターイオンとして以下を設定した。 

TTX, epiTTX： m/z 320 > m/z 162 

deoxyTTX： m/z 304 > m/z 162 

anhydroTTX： m/z 302 > m/z 162 

dideoxyTTX： m/z 288 > m/z 162 

trideoxyTTX： m/z 272 > m/z 162 

11-oxo-TTX： m/z 336 > m/z 318 

m/z 336 > m/z 162 

m/z 336 > m/z 136 

 TTX標準品として、富士フィルム和光純薬工業

株式会社製（テトロドトキシン、細胞生物学用、

1 mg、クエン酸含有; 以下、Wako-TTX）および

Latoxan 社製（TETRODOTOXIN, Citrate free、1 

mg； 以下、Latoxan-TTX）を用いた。Wako-TXを

超純水に溶解し10ｍLに調製したものをWako-TTX

原液（100 µg/mL）とした。これを超純水で希釈

して0.2 µg/mL溶液を調製し、0.5 mLずつガラス

製褐色バイアルに小分けし、アルミホイルで遮光

したものを各温度条件下で保存した。

Latoxan-TTXを0.1％酢酸に溶解し10 mLに調製し

たものを、Latoxan-TTX原液（100 µg/mL）とした。

これを0.1％酢酸で希釈して0.2 µg/mL溶液を調

製し、0.5 mLずつガラス製褐色バイアルに小分け

し、アルミホイルで遮光したものを各温度条件下

で保存した。各条件下で保存した溶液を80%アセ

トニトリル(0.1％酢酸含有)で2倍希釈したもの

をSCANモードでの測定に供し、これをさらに50％

アセトニトリル(0.1％酢酸含有)で20倍希釈した

ものをMRMモードでの測定に供した。 

 

Ｃ．研究結果及び考察 

C-1: MU算出予備実験： 

食品衛生検査指針でのマウス検定法にした

がった予備実験、すなわちフグ粗毒原液ではなく、

市販の生化学用テトロドトキシン（95.7 ％）の

溶液（溶媒：0.1%酢酸液）を4週齢のddY雄性マウ

スに腹腔内投与した際の、マウスユニット(MU)

算出法の検討をおこなった。この際、0.40 μg/ml 

の濃度のTTX溶液を使用した。この理由は、食品

衛生検査指針でのマウス検定法では、はじめの試

験（予備試験）で、致死時間が7～13分程度にな

るように投与液を希釈する必要があるためであ

る。なお、1 MUをテトロドトキシン 0.22 μgと

した場合、0.40 μg/ml TTX溶液をマウスに1 ml

投与すると、1.82 MUと予想された。 

予備試験では、0.40 μg/ml のTTX溶液を体重

がそれぞれ19.7および19.9 gのマウスに腹腔内

投与（マウス1匹あたり投与容量1 ml）したとこ

ろ、両マウス共に投与後7分で数回跳び上がり、

その後それぞれ投与8分42秒および8分15秒後に

死亡した（呼吸停止）。 

この結果を受け、本試験では、体重がそれぞれ

20.7、20.4および20.5 gのマウスに予備試験と同

様に、0.40 μg/ml のTTX溶液を腹腔内投与した

ところ、それぞれ投与後6、8および12.5分で数回

跳び上がり、その後それぞれ投与6分55秒、9分00

秒および13分37秒後に死亡した（呼吸停止）。 

したがって、計5匹の中央致死時間は、投与8

分42秒後となった。食品衛生検査指針でのマウス

検定法における表7.1よりMUは1.92 MUと算出さ

れた。以上の結果を、別添資料１として示す。 

食品衛生検査指針でのマウス検定法に記載が

ある通り、1 MUをテトロドトキシン 0.22 μgと

した場合、0.40 μg/ml を1 ml投与すれば、1.82 

MUと予想されたが、MU算出予備実験の結果からは
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この溶液の毒力は1.92 MUと算出され、ほぼ予想

通りの結果が得られたものと考える。 

来年度（令和元年度）は、別課題「１.フグ毒

TTXのｑNMR法の開発と標準毒の調製」から提供さ

れたTTX調整液（溶媒：0.1%酢酸液）ならびに、

食品衛生検査指針でのマウス検定法で使用され

るフグ粗毒原液（肝、卵巣、筋肉由来）を用いて、

両者のTTX濃度を一致させるよう調整した上で、

食品衛生検査指針での「マウス毒性試験」（溶媒

対照群は設置する）をおこない、両者のマウスユ

ニットを求めることによる毒力比較をおこなう

予定である。進捗に応じて、フグの無毒部分（皮

膚など）へのTTX添加実験による投与影響も考慮

し、この結果も比較検討する。 

今年度（平成30年度）の計画は、予定よりも遅

れた。この遅れの主な理由は、動物実験は所属研

究機関の指針を遵守して行うことから、動物実験

計画につき承認を得る必要があるが、この手続き

に、当初の予想をさらに超えて時間がかかった為

である。すでに承認を得ており（2018年・平成30

年12月７日に承認）、今後は、円滑な進捗を行え

るものと考える。 

 

C-2: 経口投与用用量設定予備実験: 

7週齢の ddY 雄性マウスを用いて、強制経口投

与の場合の用量設定実験を実施した。7週齢であ

る理由は、MU 算出予備実験の際の余剰動物を用い

たためである。市販の生化学用テトロドトキシン

（95.7 ％）の溶液（溶媒：0.1%酢酸液）を7週齢

の ddY 雄性マウスに強制経口投与（0, 100, 300, 

500, 700 μg/kg）(各 n=3)した際の急性毒性（一

般状態、致死量ならびに致死時間）を観察した。 

500（投与５２分に１匹、２時間後に２匹死亡）

および700 μg/kg 投与群（各投与44分、43分およ

び1時間後に死亡）では、各3匹全例で死亡が認め

られた。死亡する2分程度前に数回跳び上がりが

認められた。一方、300μg/kg 以下の投与群では

死亡例が認められなかった。したがってこの実験

結果からは LD50値は、300以上500未満 μg/kg と

考えられた。EFSA の報告書では、経口投与におけ

る TTX の LD50値を232〜532 μg/kg とあり、ほぼ

同様な結果を報告している。別途 RTECS 情報では、

マウス（系統、性別や週齢は不明）経口投与によ

る TTX の LD50値を 334 μg/kg と報告しており、

この結果も当方の実験結果と合致する。したがっ

て、TTX の経口投与による LD50値は、再現性が高

いものと推察された。 

100 μg/kg 以上の投与群で、投与約20分後に、

EFSA の報告書に記載のある ARfD の算出根拠と

なった無気力状態(apathy)と推察される一般状

態の変化を観察した。すなわち、目を開けたまま

自発運動が低下し、斜めに横たわる状態である

（なお音には反応し、ケージ内の複数のマウスは

離れている）。以上の結果を、別添資料２として

示す。 

 

C-3: 投与液中TTX濃度の定量分析 

マウスへの投与実験に使用した投与液を80倍

に希釈し、MRMモードで3回測定した平均値は3.87 

ng/mLであったため、投与液中のTTX濃度を0.31 

µg/mlと決定した。なお、投与液中にはTTX以外の

類縁体として溶出順位から推定された微量の

4,9-anhydroTTXおよび4-epiTTXが検出された。こ

れらのピーク面積値はそれぞれ51,400および

34,600でありTTXのピーク面積値（4,760,000）の

1％程度であったため、マウス毒性への寄与は小

さいものと考えられた。なお、LC-MS/MS測定結果

としてSCANモードおよびMRMモードのクロマトグ

ラムを別添資料3に記載した。 

 

C-4: TTXの安定性 

マウスへ投与する投与液中のTTXの安定性およ

びTTX類縁体への変換状況を確認するために、

Wako-TTXおよびLatoxan-TTXを25℃、4℃および

-30℃で保存し、1週間、4週間、8週間後にLC-MS

分析した。なお、各試料のクロマトグラムを別添

資料4に記載した。 

①Wako-TTX 

調製直後の溶液ではTTX以外の類縁体として

4-epiTTXおよび4,9-anhydroTTXが痕跡程度に検

出されたが、TTXのピークに比較して極めて低い

ことから毒性への影響は少ないものと考えられ
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る。 

-30℃保存では8週間経過後もTTX以外の類縁体

への変換は確認されなかった。 

4℃および25℃保存では1週間後に4-epiTTXが

検出され、８週間後までTTXとのピーク面積値比

はほぼ一定であった。 

②Latoxan-TTX 

調製直後のクロマトグラムからWako-TTXと比

較して4-epiTTXおよび4,9-anhydroTTXの割合が

高く純度としてはWako-TTXよりも低いことが確

認された。 

-30℃保存4℃保存および25℃保存のいずれで

も8週間経過後も4,9-anhydroTTXおよび4-epiTTX

の大幅な増加は確認されずWako-TTXよりも安定

であることが確認された。 

以上のことより、TTXは0.1％酢酸溶液中で保存

すれば、長期間にわたり安定であることが確認さ

れた。 

 

D．結論    

平成30年度（今年度）は、市販の生化学用テト

ロドトキシン（富士フイルム和光純薬）の溶液（溶

媒：0.1%酢酸液）をddY雄性マウス（4週齢）に腹

腔内投与した際の、マウスユニット算出法の検討

をおこなった。1.82 MUと予想されたTTXの0.40 

μg/mlの投与液を用いて検討した結果、この毒力

は1.92 MUと算出され、ほぼ予想通りの結果が得

られたものと考える。 

また同系統 7週齢のマウスを用いて、強制経口

投与の場合の用量設定予備実験（0, 100, 300, 500, 

700 μg/kg）（各群 3匹）を実施した。その結果、

500 および 700 μg/kg 投与群では、各 3匹全例で

死亡が認められた。一方、300μg/kg 以下の投与

群では死亡例が認められなかった。したがってこ

の実験結果からは LD50値は、300 以上 500 未満 

μg/kg と考えられた。この点、EFSA の報告書で

は、経口投与における TTX の LD50値を 232〜532 

μg/kg と、ほぼ同様な結果を報告している。別途

RTECS 情報では、マウス（系統、性別や週齢は不

明）経口投与による TTX の LD50値を 334 μg/kg

と報告しており、この結果も当方の実験結果と合

致する。したがって、TTX の経口投与による LD50
値は、再現性が高いものと推察された。 

来年度（令和元年度）は今年度の結果を受け、

別課題「１.フグ毒 TTX のｑNMR 法の開発と標準毒

の調製」から提供された TTX 調整液（溶媒：0.1%

酢酸液）ならびに、食品衛生検査指針でのマウス

検定法で使用されるフグ粗毒原液（肝、卵巣、筋

肉由来）を用いて、両者の TTX 濃度を一致させる

よう調整した上で、食品衛生検査指針での「マウ

ス毒性試験」（溶媒対照群は設置する）をおこな

い、両者のマウスユニットを求めることによる毒

力比較をおこなう予定である。進捗に応じて、フ

グの無毒部分（皮膚など）への TTX 添加実験によ

る投与影響も考慮し、この結果も比較検討する予

定である。 
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別添資料１ MU 算出予備実験の結果：  
 食品衛生検査指針でのマウス検定法に従い、市販の生化学用テトロドトキシンの溶液（溶
媒：0.1%酢酸液）を ddY 雄性マウス（4 週齢）に腹腔内投与した際の、マウスユニット算出
法の検討をおこなった（1.82 MU と予想された 0.40 μg/ml の濃度の TTX 溶液を使用） 
 
 
◇「予備試験」の結果 

 
 
 

↓ 
 

◇「本試験」の結果 

 
 
 
→ 中央致死時間： 8:42 ③ (体重 19.7 g) 
 
→ 表 7.1 より 1.92  MU と算出した  （以下の表は表 7.1 より抜粋） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
なお表 7-2 で体重補正をした場合は、1.92×0.99 ＝ 1.90 MU となる 
 
 
 
 
 
 
 
 

動物番号 体重　(g) 致死時間と死亡時間の順位 一般状態など

1 19.7 8:42　③ 投与７分後に跳び上り（跳躍）

2 19.9 8:15　② 投与７分後に跳び上り（跳躍）

動物番号 体重　(g) 致死時間と死亡時間の順位 一般状態など

3 20.7 6:55　① 投与6分後に跳び上り（跳躍）

4 20.4 9:00　④ 投与8分後に跳び上り（跳躍）

5 20.5 13:37　⑤ 投与12.5分後に跳び上り（跳躍）
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別添資料２ 経口投与用用量設定予備実験の結果：  
 7 週齢のマウスを用いて、TTX の強制経口投与による用量設定予備実験（0, 100, 300, 500, 
700 μg/kg）（各群 3 匹）を実施した際の結果のまとめ（投与容量は 10 ml/kg 体重）。半数
致死量は、300 以上 500 未満 μg/kg と考えられた 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

■群構成 SLC:ddY  ♂  7W

群（ug/kg） 動物番号 体重（ｇ） 投与時刻 一般状態の変化など

1 38.9 14:08

2 39.2 ～

3 38.8 14:09

4 41.0 14:10 投与後14分（1/3） →16分（3/3）　Apathy

5 37.3 14:11 ↓　　　　　　　　　　

6 34.0 14:11 投与後38分 活動回復、48分 3/3 リカバリー　摂餌あり

7 38.9 14:12 投与後11〜12分 → 14分（3/3）→（ 20分（1/3））　Apathy

8 42.0 14:13 投与後39分 チェーンストーク型呼吸（Apathy中）

9 50.3 14:13 投与後1時間 3/3 回復

10 40.0 14:14 投与後10-11分（1/3）→ 13分（2/3）→ 14分（3/3）、→（18分（2/3））　Apathy

11 38.6 14:14 投与後39分 チェーンストーク型呼吸（Apathy中）

12 39.4 14:14 No.11 投与後51分跳躍、52分死亡　（No.10及び12 投与後約2時間で死亡確認）

13 40.3 14:15 投与後7分20秒 自発低下、8分 横たわり、9分30秒（3/3）　Apathy

14 38.9 14:15 投与後39分 チェーンストーク型呼吸（Apathy中）

15 39.2 14:16 No.14 投与後40分死亡確認、No.13 投与後43分跳躍 44分死亡、No.15 投与後
1時間3分跳躍、 1時間5分死亡

※　Apathy　：　目を開けたまま斜めに横たわる（自発運動低下）（なお音には反応し、ケージ内マウスはお互いに離れている）
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別添資料３ 投与液の LC-MS/MS 分析結果：  
マウス投与実験に使用した投与液を希釈し、LC-MS/MS 分析に供した結果 
 

 
投与液の LC-MS/MS（MRM モード）クロマトグラム（TTX の定量分析結果） 

 

 
投与液の LC-MS/MS（SCAN モード）クロマトグラム 

 

 
投与液の LC-MS/MS（SIM モード）クロマトグラム 



 

 
 

35

別添資料４ 各条件下で保存した TTX 溶液の LC-MS/MS 分析結果：  
①Wako-TTX（クエン酸含有）：蒸留水で 0.2 µg/mLに調製し、遮光保存 
調製直後 

 
-30℃保存（1週間後） 

 
-30℃保存（4週間後） 

 
-30℃保存（8週間後） 

 
 
4℃保存（1週間後） 

 
4℃保存（4週間後） 

 

4℃保存（8週間後） 

 
 
 
25℃保存（1週間後） 

 
25℃保存（4週間後） 

 
25℃保存（8週間後） 

 
 
 
 

TTX 

4-epiTTX 
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②Latoxan-TTX（クエン酸不含）：0.1％酢酸で 0.2 µg/mLに調製し、遮光保存 
調製直後 

 
 
-30℃保存（1週間後） 

  
-30℃保存（4週間後） 

 
-30℃保存（8週間後） 

 
 
 
4℃保存（1週間後） 

 
4℃保存（4週間後） 

 

 
4℃保存（8週間後） 

 
 
 
25℃保存（1週間後） 

 
25℃保存（4週間後） 

 
25℃保存（8週間後） 

TTX 

4-epiTTX 

4,9-amhydroTTX 
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