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研究要旨：ふぐをはじめとする海洋生物毒を有する魚介類の喫食による食中
毒事例は毎年報告されており、死亡者も発生している。また、近年、温暖化に
よる海水温の上昇の影響により、ふぐの漁獲海域の変化や雑種ふぐの発生に
よる食中毒も懸念されている。また、しらす加工品に混入するふぐ仔稚魚につ
いては、その種構成や毒性の評価を通じて、適正な取り扱いが望まれている。
本分担研究では、国内の主要な天然ふぐ水揚げ地において、水揚げされた天然
ふぐにおける雑種ふぐの混獲率および流通先における流通状況の調査を実施
し、それらの知見を得ること、またしらす加工品に混入するふぐ仔稚魚につい
ては、外部形態による種同定形質に乏しいトラフグ属魚類およびサバフグ属
魚類の仔稚魚について、少量の試料から正確・迅速・簡便に種・雑種判別が可
能な DNA マーカーを開発し、その種構成や種ごとの毒性評価が行える技術開
発を目的とした。今年度は、宮城県気仙沼市および神奈川県横須賀市で雑種ふ
ぐの現地調査を行い、各水揚げ地において 519～2871 個体を調査した結果、雑
種混獲率は 2.1～14.7％だった。また，しらすに混入したふぐ仔稚魚 965 個体
を調査した結果、3 種が見いだされた。これら種・雑種判別済み検体について、
その一部を毒性評価用に水産技術研究所に送付した。 

 
 
A. 研究目的 

 国内の主要な天然ふぐ水揚げ地にお
いて、雑種ふぐの混獲率および流通先に
おける流通状況を把握すること、また、
しらす加工品に混入するふぐ仔稚魚に
ついて、その種構成や毒性を把握するこ
とは、ふぐ食の安全を確保する上で極め
て重要である。そこで本研究では、国内
の主要な天然ふぐ水揚げ地における雑
種ふぐの発生・流通状況を明らかにし、
見いだされた雑種ふぐの毒性評価を行
うこと、またしらす混入ふぐの種・雑種
判別技術を開発し、その種構成や毒性評
価を行うことを通じて、ふぐによる中毒
被害を未然に防ぐための効果的な対策
に資する知見を得ることを目的とした。 
 

B. 研究方法 
 調査地において水揚げされた選別前
の天然フグについて外部形態に基づき
種・雑種鑑別を行い、種組成および雑種
と思われる種類不明フグの個体数を数
える。種類不明フグの一部については、
生鮮状態で毒性試験用に皮、筋肉、肝臓、
および生殖腺に腑分けし、各組織の重量
を測定した後、冷凍で実験室まで持ち帰
る。また、水揚げ地市場からふぐを購入
した水産加工業者等において聞き取り
調査を行い、また購入したふぐの鑑別が
可能であれば鑑別を行い、雑種フグの流

通状況を調査する。 
 実験室において、雑種と思われる種類
不明フグの DNA 試料（右胸鰭もしくは
筋肉のエタノール固定試料）よりゲノム
DNA を磁性ビーズまたはアルカリ法を
用いた精製法により抽出する。抽出した
ゲノム DNA を鋳型として、日本産トラ
フグ属魚類 11 種の種特異的遺伝マーカ
ーの一塩基多型（SNPs）を TaqMan アッ
セイにより遺伝子型決定し、種・雑種判
別を行う。種・雑種判別結果に基づき、
現地調査における種類不明フグの個体
数などから雑種の混獲率を推計する。ま
た、各雑種個体から腑分けされた 4 部位
（皮、筋肉、肝臓、生殖腺）の冷凍試料
から、食品衛生検査指針理化学編（2015）
に準じた方法で毒の抽出を行い、得られ
た抽出液を毒性評価用に水産技術研究
所に送付する。 
 しらす加工品に混入していたふぐ仔
稚魚について顕微鏡下で種鑑別を行い、
魚体の一部から微量のDNA試料を得る。
DNA 試料からアルカリ法によってゲノ
ム DNA を抽出した後、トラフグ属魚類
については前述の TaqMan アッセイ、サ
バフグ属魚類についてはミトコンドリ
ア DNA の COI 領域の塩基配列に基づ
き種・雑種判別を行い、残りの魚体を毒
性評価用に水産技術研究所に送付する。
また、国内で漁獲されるサバフグ属魚類
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全 7 種について、それぞれの種の形態学
的特徴を典型的にもつ個体よりゲノム
DNA を抽出し、トラフグ属魚類におけ
る髙橋ら（2023）の方法に従い、種特異
的 SNPs マーカーを得る。 

C. 研究結果
宮城県気仙沼市および神奈川県横須

賀市において漁獲された計 9 種 2871 個
体および 2 種 519 個体を調査した結果、
雑種混獲率はそれぞれ 14.7%および
2.1%だった。また、しらす加工品に混入
するふぐ仔稚魚について、漁獲海域 7 地
点から 965 個体を形態学的に調査し、そ
のうち 108 個体について DNA マーカー
による種判別を行った結果、3 種（シロ
サバフグ 64 個体、ナシフグ 32 個体、シ
マフグ 12 個体）に分けられた。以上よ
り、種・雑種判別された個体の一部を、
毒性評価用の検体として水産技術研究
所に送付した。
 自然毒等のリスク管理のための研究
（２１ＫＡ１００５）」で開発したトラ

フグ属魚類の種・雑種判別用 TaqMan ア 
ッセイに引き続き、サバフグ属魚類でも
同様のアッセイを開発するために、日本
産サバフグ属魚類全 7 種の DNA 試料を
採集し、そのゲノム DNA から次世代シ 
ーケンス解析用ライブラリを作成した
後に、NovaSeq X plus 型シーケンサーに
よる次世代シーケンス解析に供した。そ
の結果、各種に特異的な SNPs マーカー
が、4495 座位検出された。最も少ない
種はシロサバフグで 240 座位、最も多い
種はドクサバフグで 1291 座位だった。
無毒とされる 3 種（シロサバフグ、クロ
サバフグ、クマサカフグ）は互いに近縁
で、マーカー座位数が少なかった。

D. 考察
今年度実施された 2 地点のうち、宮城

県気仙沼市は、前年度まで実施された自
然毒等のリスク管理のための研究（２１
ＫＡ１００５）において、他の海域に比
べて雑種混獲率が極めて高い海域だっ
た（13.35～16.50%）。今年度の調査でも、
雑種混獲率は引き続き 14.7%と高く、継
続的な現地調査の必要性が示された。な
お、この海域における雑種の多くは、シ 
ョウサイフグとゴマフグ間の雑種であ
る。一方、前年度まで実施された自然毒
等のリスク管理のための研究（２１ＫＡ
１００５）において、トラフグを主な対
象とする漁業の漁獲物に、比較的多くの
雑種が含まれている可能性が示唆され
ていた神奈川県横須賀市における雑種
混獲率は 2.1%と前年度の 7.9%から大幅

に減少した。なお、この海域では、トラ
フグとマフグ間の雑種のみが見られた。 
以上のように、昨年度および今年度の調
査により、天然フグの主な水揚げ地のう
ち、雑種混獲率の高い海域における雑種
フグの混獲率が明らかになった。

しらす加工品に混入するふぐ仔稚魚
の調査では、トラフグ属魚類およびサバ
フグ属魚類の仔稚魚は外部形態による
種同定形質に乏しく、外部形態に基づく
種鑑別は困難で時間がかかった。一方、
両属の鑑別は、サバフグ属において体側
下部に銀白色の帯が縦走することから
容易だった。トラフグ属魚類については、
自然毒等のリスク管理のための研究（２１
ＫＡ１００５）」で種・雑種判別用
TaqMan アッセイが開発されているため、 
DNA 分析による種・雑種鑑別は迅速か
つ簡便に実施可能である。一方、サバフ
グ属魚類はそのような種・雑種判別用ア 
ッセイは開発されておらず、しらす混入
ふぐの多くがサバフグ属魚類のシロサ
バフグであることを考えると、同様のア 
ッセイをサバフグ属魚類においても開
発する必要があると考えられる。

E. 結論
 雑種ふぐの水揚げ状況は、宮城県にお
いては引き続き多く混獲されており、神
奈川県においては昨年度から大幅に減
少していた。しらす加工品に混入するふ
ぐ仔稚魚の多くはシロサバフグであり、
海域によりそれらにナシフグやシマフ
グが混じっていた。サバフグ属魚類にお
いても、トラフグ属魚類で開発されたも
のと同様の種・雑種判別用アッセイの開
発が必要である。

F. 研究発表
1. 論文発表

1) Yasuyuki Hashiguchi, Teppei Mishina,
Hirohiko Takeshima, Kouji Nakayama,
Hideaki Tanoue, Naohiko Takeshita,
Hiroshi Takahashi. Draft genome of akame
(Lates japonicus) reveals possible genetic
mechanisms for long-term persistence and
adaptive evolution with low genetic
diversity. Genome Biol. Evol. 2024.
evae174. DOI: 10.1093/gbe/evae174.

2) Akane Matsumoto, Muneo Kobayashi,
Hiroshi Takahashi, Masakazu Kondo,
Shinya Yasumoto. The susceptibility of
larvae and juvenile koi carp to carp edema
virus. Fish Pathol. 2024. 59: 9-16.

2. 学会発表
1) 2024 年度日本魚類学会年会、2024 年
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9 月 8 日（日）、福岡工業大学、演題：
自然下でのトラフグ属 2 種ペア間の交
雑ダイナミクス、講演者：髙橋 洋・熊
谷英紀・沖村未和子・永野 惇・武藤望
生・柿岡 諒 

2) 13th International Symposium on Toxic 
Microorganisms “ Approaches for risk 
analysis and food safety”、2024 年 9 月 17
日（火）、星稜会館、演題： TTX 
accumulation in hybrid pufferfish caught 
off the coast of Japan、講演者：Ryohei 
Tatsuno, Yumi Miyata, Hiroyuki 
Yoshikawa, Yasuko Ino, Tsubasa Fukuda, 
Manabu Furushita, Hiroshi Takahashi 

3) 第 120 回日本食品衛生学会学術講演
会、2024 年 11 月 8 日（金）、愛知県 (中
部大学春日井キャンパス)、演題：フグ
および雑種フグの卵巣に含まれるテト
ロドトキシンおよびその類縁体の組成
と毒力の比較解析、講演者：渡邊龍一・
沼野 聡・糸田将太・辰野竜平・小澤眞
由・内田 肇・松嶋良次・山下まり・髙
橋 洋・鈴木敏之 

4) 第 61 回全国衛生化学技術協議会年会、
2024 年 11 月 22 日（金）、大阪府 (フェ
ニーチェ堺)、演題：山形県沖雑種フグ
の両親種判別および部位別テトロドト
キシン含有量、講演者：太田康介・真田
拓生・髙橋 洋・沼野 聡・長岡由香 

5) International Conference on Food Safety 
and 39th KoSFoS Annual Meeting、2024
年 11 月 22 日（金）、Haevichi Hotel & 
Resort Jeju （韓国）、演題： Recent 
distributional shifts and natural 
hybridization in pufferfish (Takifugu spp.) 
in Japan、講演者：Hiroshi Takahashi（招
待講演） 

 
3. 著書 
1) 髙橋 洋. 2024. 解説：雑種フグの危険
性, 監修：「ふぐ処理者」のためのフグ
図鑑. 柴田書店（編）, pp. 102-105, 116-
153. 最新ふぐ調理大全. 株式会社柴田
書店, 東京. 
 

4. その他 
1) 令和 6 年度食品安全行政講習会、2024
年 6 月 12 日（水）、三田共用会議所講
堂、合計約 200 名、厚生労働省、「気候
変動による雑種フグの増加とその対策
―気候変動下でふぐ食の安全・安心を
どのように確保するのか？―」という
演題で講演した。講演者：髙橋 洋 

2) 和 6 年度トラフグ全国協議会、2024 年
度 12 月 12 日（木）、ホテルチューリッ
ヒ別館、約 30 名、水産研究・教育機構
水産資源研究所、「東京湾におけるトラ

フグとマフグの交雑現象について」と
いう演題で講演した。講演者：髙橋 洋 

3) 令和 6 年度第 3 回三重県食品衛生監
視員研修会、2025 年 1 月 17 日（金）、
三重県勤労者福祉会館５階第２教室、
合計約 50 名、三重県医療保健部、「気
候変動による雑種フグの増加とその対
策（伊勢湾近海の分布状況）について」
という演題で講演する予定。講演者：髙
橋 洋 

 
G. 知的財産の出願・登録状況 

なし 
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	原材料：マッシュルーム770 g、シイタケ165 g、ヒラタケ110 g、ナメコ55 g、バター913 g、小麦粉36.3 g、生クリーム（乳脂肪分35%）462 mL、オリーブオイル5.5 mL
	調理法：弱火でバターを溶かし、小麦粉を入れ混ぜたところに、細切して冷凍したきのこを入れ、全体がしんなりとするまで10分くらい加熱した。生クリームを入れ、弱火で5分加熱しながら混ぜた。仕上げにオリーブオイルを加えた。これをフードプロセッサーにより粉砕均質化した。
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	1.4.2 精製
	1.5 定量
	10 g/mLの4種アマニタトキシン混合標準溶液を60%メタノール水溶液で10倍希釈した後、0.2%TCA含有60%メタノール水溶液により希釈して1-50 ng/mLの検量線用の標準溶液を調製した。内部標準溶液を共注入で使用する場合は、同様に10 g/mLの内部標準溶液を60%メタノール水溶液で10倍希釈した後、0.2%TCA含有60%メタノール水溶液により希釈して10 ng/mLの溶液を調製した。それぞれ5 L（機関Eは2 L）をLC-MS/MSに注入して絶対検量線法または内部標準法によ...
	1.6 標準添加法による模擬試料の値付け
	あらかじめ絶対検量線法により求められた模擬試料中のα-アマニチンとファロイジンの濃度（x mg/kg）をもとに、試料中の添加濃度が0、0.5x、x、1.5x、2x、2.5x、3xと7濃度になるようにα-アマニチンとファロイジンを模擬試料に添加した。B.1.4 試験溶液の調製に従い抽出・精製し、LC-MS/MSにより分析した。毒成分の添加量に対するピーク面積をプロットしたデータを最小二乗法により直線回帰し、そのx切片から抽出液中の毒成分の濃度を求めた。また、x切片の標準偏差に係数として2.571を乗...
	1.7 均一性試験、安定性試験
	模擬試料をそれぞれ25 gずつ量り採り、24個のポリエチレン製容器に取り分けた。このうち6個の容器をランダムに選択し、1容器につき2本ずつ分析用試料を定量した。Thompsonらの報告2)に従い、F検定により均一性を確認した。
	試験室間共同試験の実施期間前後において、模擬試料のα-アマニチンとファロイジンを2併行で定量し、模擬試料に含まれる測定対象化合物の実施期間中の安定性を評価した。
	1.8 ブランク試験
	模擬試料の調製に用いたドクツルタケを加える前のきのこのシチューを、B.1.4 試験溶液の調製により抽出・精製し、LC-MS/MSにより分析して、妨害ピークの有無を確かめた。
	1.9 試験室間共同試験
	2. 毒きのこの毒成分一斉分析法２
	2.1 試料
	添加回収試験用に、シイタケ（生、市販品）を用いた。
	2.2 試薬・試液
	(+)-ムスカリン塩酸塩、イボテン酸はSigma-Aldrich社製の標準試薬を用いた。ムシモールはTronto Research Chemicals社製の標準試薬を用いた。l-プロパルギルグリシン及びl-アリルグリシンはCombi-Blocks社製の標準試薬を用いた。内部標準は東京化成工業（株）製のO-Methyl-d-tyrosine（MTY）を用いた。それぞれ、50%メタノール水溶液に溶解し500 g/mLの標準原液を調製した。このうち、ムスカリン塩酸塩、イボテン酸、ムシモール、l-プロ...
	抽出に用いた10%TCA水溶液は、ナカライテスク（株）製の特級試薬を用いて調製した。精製カートリッジは、Agilent Technologies社製のCaptiva EMR-Lipid（3 mL, 300 mg）を使用した。誘導体化に用いたほう酸緩衝液は、富士フイルム和光純薬（株）製のAPDSタグワコー用ほう酸緩衝液を用いた。誘導体化試薬溶液（AQC試薬アセトニトリル溶液（3 mg/mL））は、Waters社製のAccQ-TagTM Ultra Derivatization Kit付属のカルバミン...
	検量線用標準溶液の希釈に用いた2%TCA含有80%メタノール水溶液は、10%TCA水溶液20 mLにメタノールを加えて100 mLに定容して調製した。
	その他試験溶液の調製及びLC-MS/MS測定に用いた有機溶媒は、市販の残留農薬試験用又はLC-MS用を用いた。
	2.3 装置
	ホモジナイザーは、（株）マイクロテック・ニチオン製のヒスコトロンNS-51（ジェネレーターシャフトNS-10P（10.5 mmφ×140 mm））を用いた。アルミブロックヒーターは、Thermo Fisher Scientific社製のReacti-ThermoTM Heating Moduleを用いた。LC-MS/MS装置は、Sciex社製のExion LC AD-5500+ QTRAP Activated を用いた。
	2.4 LC-MS/MS測定条件
	きのこ毒5成分及び内部標準1成分の測定条件を表2-1及び2-2に示した。
	2.5 試験溶液の調製
	きのこの分析法２の試験溶液調製法の概略を、Scheme 2に示した。
	2.5.1 抽出
	試料5.0 gを50 mLのPP製遠心沈殿管に量り採り、10 g/mLの内部標準（MTY）溶液0.5 mLを添加し、混和後30分間静置した。10%TCA水溶液10 mL及びメタノール10 mLを加えて2分間ホモジナイズした後、ホモジナイザーの刃をメタノールで洗い、さらにメタノールをPP製遠心沈殿管の35 mLの標線まで加えた。常温、2,000×gで5分間遠心分離し、上清を50 mLメスフラスコに採った。遠心沈殿管の残渣にメタノールを15 mL加えて混和後、常温、2,000×gで5分間遠心分離し...
	2.5.2 精製
	抽出液を2 mL採り、遠心沈殿管（10-15 mL容）にセットしたCaptiva EMR-Lipidカートリッジに負荷し、常温、1,000×gで1分間遠心分離し、溶出液を捨てた。このカートリッジを別の遠心沈殿管にセットして、さらに抽出液1 mLを負荷し、同様に遠心分離して溶出液を採取した。
	2.5.3 誘導体化
	2 mLの不活性処理済みガラス製スクリューバイアルに、B.2.5.2 精製で得られた溶出液100 Lを 量り採り、ほう酸緩衝液300 Lを加えて混和後、さらにAQC試薬アセトニトリル溶液（3 mg/mL）100 Lを加えて混和した。スクリューキャップを閉めて密閉後、アルミブロックヒーターで55℃、10分間加熱した。室温に戻した後、水500 Lを入れて混和したものを試験溶液とした（0.01 g sample/mL）。
	2.6 定量
	検量線用標準溶液の調製のため、最初に以下の溶液を調製した。
	① 1 g/mL 5種きのこ毒混合標準溶液
	10 g/mL 5種きのこ毒混合標準溶液1 mL及び10%TCA 水溶液2 mLに、メタノールを加えて10 mLに定容した。（この溶液の組成は2％TCA含有75%メタノール水溶液となる。）
	② 0.1 g/mL 5種きのこ毒混合標準溶液
	①の1 g/mL 5種きのこ毒混合標準溶液を2%TCA含有80%メタノール水溶液で10倍希釈した。
	③ 1 g/mL 内部標準（MTY）溶液
	100 g/mL 内部標準（MTY）溶液を2%TCA含有80%メタノール水溶液で100倍希釈した。
	①又は②と③を混合し、2%TCA含有80%メタノール水溶液で希釈することにより、内部標準（MTY）100 ng/mLを含有する、0、10、20、50、100、200 ng/mLの5種きのこ毒混合標準溶液を調製した。これらの6溶液100 Lを2 mLの不活性処理済みガラス製スクリューバイアルにそれぞれ量り採り、B.2.5.3 誘導体化に従って誘導体化したものを検量線用標準溶液とした（0、1、2、5、10、20 ng/mL）。それぞれ5 LをLC-MS/MSに注入し、ムスカリン塩酸塩は絶対検量線に...
	2.7 添加回収試験による妥当性確認
	分析対象化合物を含まないことを確認したシイタケ5 gに、5種きのこ毒混合標準溶液（100と10 g/mLの2濃度）及び内部標準（MTY）溶液（10 g/mL）をそれぞれ0.5 mLずつ添加し、混和後30分間静置したものを添加試料とした（添加濃度：10及び1 mg/kg）。各濃度で2回併行5日間の添加回収試験を行い、B.2.6 定量で作成した検量線で定量した。一元配置の分散分析により真度（%）、併行精度（RSDr, %）及び室内精度（RSDWR, %）を求めて、厚生労働省の「食品中の残留農薬等...
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