
 37

厚生労働科学研究補助金（食品の安全確保推進研究事業） 
（総括・分担）研究報告書 

 
テトロドトキシンのリスク管理のための研究 

 
研究代表者又は研究分担者 

 
山下 まり 東北大学大学院農学研究科 教授 
此木 敬一 東北大学大学院農学研究科 准教授 

 
 
研究要旨 
本分担研究では、主要な TTX 類縁体である 11-oxoTTX、4-epiTTX、11-norTTX-6(S)-ol について、高度
に精製した純品を調製し、それぞれの TTX 類縁体についてナトリウムチャンネル阻害活性を評価するこ
とを目的とする。 
 平成 30 年度（今年度）は、11-oxoTTX、4-epiTTX、11-norTTX-6(S)-ol をフグやイモリ、および化学
反応生成物から高度に精製する方法を確立し、LC-MS や NMR で純度を確認した。また、11-oxoTTX や 4-
epiTTX については、初めて lactone 型の NMR シグナルを観測し、hemilactal 型と lactone 型の存在比
を決定し、lactone 型の NMR シグナルを帰属して化学的データも蓄積した。さらに、TTX 類縁体のナト
リウムチャンネル阻害活性を評価する方法を検討し、マウス神経芽細胞腫 Neuro 2A を用いて、電気生
理実験装置にて電位依存性ナトリウムチャネルの観測に成功した。 

 

Ａ．研究目的 

 フグの有毒成分としては、テトロドトキシン

(TTX)が主であるが、我々や他の研究者はフグか

ら多くの TTX 類縁体を単離、構造決定してきた。

欧州食品安全機関（EFSA）が取りまとめた二枚貝

の安全確保を主眼としたTTXに関する報告書でも、

TTX 類縁体の活性について多くの記載があるが、

活性の評価方法が様々で、直接比較しにくいもの

もある。TTX の類縁体の中で、特に 4-epiTTX や

4,9-anhydroTTX は TTX と化学的に平衡関係にあ

るため、溶液中で容易に変換する。そのため、高

純度の精製した状態で生物活性を評価すること

は困難と考えられてきた。しかし、4-epiTTXは TTX

とともにほぼ必ず含まれる類縁体であるので、正

しく活性評価をする必要がある。TTX の主な生物

活性として電位依存性ナトリウムチャネル阻害

活性が最もよく知られている。そこで、本研究で

は、4-epiTTX を高純度に精製して、電位依存性ナ

トリウムチャネル阻害活性を調べることにした。 

さらに、11-oxoTTX はこれまで TTX よりも強い

活性を示すと評価されたことがある類縁体であ

り、11-noTTX-6(S)-ol はフグ中の主な類縁体であ

る。このことから、11-oxoTTX や 11-noTTX-6(S)-

ol も高純度に精製して、4-epiTTX とあわせて、電

位依存性ナトリウムチャンネル阻害活性を評価

することを目的とした。 

 

Ｂ．研究方法 

B-1: TTX類縁体の精製 

 4-epiTTX と11-oxoTTXは、含有動物由来の試料

から精製する方が化学反応で調製するより効率

がよいと考えられた。そのため、まず過去にフグ

やイモリからTTX類を抽出し、粗精製した画分か

ら、TTX用LC/MSや蛍光HPLCを用いて分析し、これ

らの類縁体を比較的多く含む画分を見出した。次

にその画分から、主として弱酸性陽イオン交換カ

ラムと親水性相互作用液体クロマトグラフィー

(HILIC)カラムを用いて目的物を分取し、溶出フ

ラクションをLC-MSと蛍光HPLCで分析し、目的物

を精製した。11-norTTX-6(S)-olは、まず、化学

反応でTTXから誘導した。既知の反応を用いて、

TTXをH5IO6で酸化して11-norTTX-6,6-diolとし、

その後NaBH4で還元し、11-norTTX-6(S)-olと11-

norTTX-6(R)-olの混合物を得て、その混合物から
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11-norTTX-6(S)-olを上述の液体クロマトグラ

フィーで精製した。さらに、量を確保するために

11-norTTX-6(S)-olはフグからも精製した。 

 

B-2: 電位依存性ナトリウムチャネル阻害試験の

確立 

TTX類縁体の精製Neuro2A細胞に対して電気生

理学的手法の一つであるホールセル記録法を適

用し、電位依存性ナトリウムチャネルに対する

TTX類縁体の阻害効果を調査した。 

 

Ｃ．研究結果及び考察 

C-1: TTX類縁体の精製 

4-epiTTXはコモンフグ卵巣およびシリケンイ

モリの皮膚由来粗精製画分に、11-oxoTTXはスジ

モヨウフグの皮膚由来の粗精製画分に比較的高

濃度で存在していた。そのため、上述の方法で液

体クロマトグラフィーを繰り返し行い、4-epiTTX

は90 µg、11-oxoTTXは30 µgを精製した。4-epiTTX

は1H NMR, LC-MS, 蛍光HPLCで純度を確認した。

LC-MSで他の低活性の類縁体が微量(2%程度)に検

出されたが、どの分析方法でもTTXは検出されず、

4-epiTTXの純度は約98%と考えられ、活性測定に

支障ないと判断した。また、4-epiTTXは、COSY, 

TOCSY, HSQC, HMBCスペクトルも測定し、これま

で帰属されていなかった化学平衡体のlactone 

型のNMRシグナルの帰属も行い、hemilactal型-

lactone型の比率も決定できた。 

11-oxoTTXはLC-MSと蛍光HPLCで純度を確認し

た結果、TTXや他の類縁体は検出されず、98%以上

の純度であると思われた。1H NMRも測定し、TTX

類縁体以外の不純物は少量検出されたが、TTXや

類縁体は検出されなかった。なお、11-oxoTTXは、

存在比の高い化学平衡体のhemilacta型でも13C 

NMRのデータの報告がなく、存在比の低い10,7-

lactone型は存在が報告されていないが、今回得

られた純品では検出されており、COSY, TOCSY, 

HSQC, HMBCスペクトルも測定し詳細に解析し、こ

れらのNMRデータを新たに取得できた。 

11-norTTX-6(S)-olの調製では、TTX粗精製物

(1-2 mg)をH5IO6で酸化し、処理後に1H NMRとHR-

ESI-MSを測定して反応を確認した。反応では

NaBH4による還元反応も既報通り進むことを蛍光

HPLCやLC-MSで確認した。反応物は活性炭とHILIC

カラムなどによる精製を行い、上述と同様に純度

を確認した。また、フグ卵巣からも精製し、純度

98％の11-norTTX-6(S)-olが約100 µg得られた。

以上のように、活性測定に十分な純度の類縁体を

予定どおり順調に調製できた。この３つの化合物

について、これ以上多くの量を精製することは困

難と考えられ、次年度からの活性測定は、今回精

製した分を使用して行う予定である。 

 

C-2: 電位依存性ナトリウムチャネル阻害試験の

確立 

理化学研究所より、マウス神経芽細胞腫Neuro 

2Aを譲渡して頂き、所有の電気生理実験装置にて

電位依存性ナトリウムチャネルの観測に成功し

た。標品として、TTXに対する感受性を評価した

結果、IC50（濃度）は文献記載値に近く、観測系

の確立を確認した。溶液調整から感受性評価を終

えるまで最大1-2時間前後となり、分解を含む化

合物の構造変換が生じる可能性を極力、抑えられ

ると判断した。 

 

D．結論    

平成30年度（今年度）は、4-epiTTX 90 µg、11-

oxoTTX 30 µg, 11-norTTX-6(S)-ol 100 µgを約

98%の純度で精製した。また、これまで決定され

ていなかった4-epiTTXと11-oxoTTXのhemilactal

型-lactone型の比を決定し、13C NMRシグナルも

含めてほぼ全てのシグナルの帰属をおこない、化

学的データを蓄積した。これらの精製品は、今後

の電位依存性ナトリウムチャネル阻害試験を行

うのために使用可能と思われる。また、マウス神

経芽細胞腫Neuro 2Aを用いて、電気生理実験装置

にて電位依存性ナトリウムチャネルの観測に成

功した。 

 

E．健康危機情報 

なし 
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