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要旨： 麻痺性貝毒は、サキシトキシンやゴニオトキシン、C トキシンなど約 70 種類の類縁

体の総称である。近年、LC-MS/MS 装置の性能向上に伴い、国内外で毒化した二枚貝に代謝

物（M-toxin 類）を含有していることが報告されている。現在の公定法であるマウス毒性試

験法から機器分析法への移行に際し、まだ十分解明されていない M-toxin 類の構造や毒性、

標準品の確保が重要となる。 

今年度は、二枚貝からの M-toxin 類の精製技術の確立を行い、6 成分 (M1、M3～5-HA、M9、

M10) を単離した。一部の成分について、定量 NMR による値付けを行うことで標準品とし、

毒化二枚貝中の M-toxin 類の含有量を調べた。その結果、二枚貝の採取時期によっては、全

毒成分における組成（モル比）の 50%前後が M-toxin 類であることを確認した。 

次年度以降の精製用原料として、国内沿岸で採取された二枚貝を探索したところ、西日本産

のヒオウギガイに C3＆4 および M7＆M9 を含有していることを確認した。これまでに国内

沿岸で C3＆4 を含む毒化二枚貝の報告は少ないが、本研究ではその代謝物の存在を初めて

確認した。 

今後、確立した精製法による M-toxin 類の単離を継続し、構造確認や毒性評価などを行うこ

とで、機器分析法導入時に必要となる M-toxin 類を選定することが出来る見込みである。 

 

A. 研究目的 

麻痺性貝毒 (Paralytic Shellfish toxin, 

以下 PST) は、サキシトキシン (STX) 

を基本骨格として、C トキシンやゴニオ

トキシン (GTX) など約 70 種類が知ら

れる化合物群である。いずれの化合物も

電位依存性ナトリウムチャネルを特異

的に阻害することが知られている。その

作用は、フグ毒テトロドトキシン（TTX, 

tetrodotoxin）に類似しており、高い毒力

を持つ。 

PST は、海洋において Alexandrium 属

などの有毒プランクトンが産生する。よ

って、同海域に生息、養殖されている二
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枚貝が有毒プランクトンを摂取するこ

とで毒化する。 

我が国の公定法は、マウス毒性試験法

（Mouse Bioassay, MBA）が採用されて

おり、規制値が 4 MU/g に定められてい

る。MBA に使用するマウスは、体重 19

～21g の ddY 系マウス（性別：オス）と

指定されている。しかし、実験動物の維

持や操作が煩雑であることや、動物愛護

の点から代替法の検討がなされている。

これまでに、ELISAやイムノクロマト法

による検出法、機器分析法の開発がなさ

れてきた。特に、HPLC や LC-MS/MS を

用いた機器分析法は、国際的にも注目さ

れている方法である。欧州連合 (EU) 域

では、2019 年より蛍光 HPLC による機

器分析法を公定法として採用している。

また、LC-MS/MS を用いた分析法は、親

水性相互作用クロマトグラフィー

（Hydrophilic Interaction Chromatography, 

HILIC）のカラムを用いるものであり、

麻痺性貝毒およびフグ毒分析で注目さ

れている。同手法は、A.D. Turner らによ

って単一試験室での妥当性確認がなさ

れ、のちに本研究所も含む諸外国の主要

研究機関でのコラボスタディとして妥

当性評価試験が行われた。また、研究分

担者が行った、国内産ホタテガイを用い

た妥当性評価試験により、良好な回収率

を得ている（沼野ら、食品衛生学雑誌

2024）。 

国際的動向としては、2020 年 10 月に

EU向け二枚貝輸出において機器分析を

使 用 す る よ う 通 知 （ Sanitary and 

phytosanitary measures、SPS 通報）がな

されており、2021 年 10 月から施行され

ている。よって、麻痺性貝毒の検査方法

は、MBA から機器分析法への移行が主

流になりつつある状況にある。 

しかし、我が国で LC-MS/MS による

PST 分析法を公定法として導入するに

は、大きな課題が 2 つある。１つ目の課

題は、STX が化学兵器禁止法で特定物

質に指定されているため、標準品の入手

などに経済産業省の許可が必要なこと

である。この問題を解決すべく、近年東

京農工大学の長澤教授らによって STX

鏡像異性体の合成技術が確立された。現

在、本研究所が中心となって有用性の検

証を進めているところである。 

２つ目の課題は、麻痺性貝毒の代謝物

M-toxin 類の存在である。この化合物は、

LC-MS/MS を用いた二枚貝試料の分析

で発見されたものであり、Metabolite の

頭文字より M-toxin 類と呼ばれている。

Quilliam らによって、C1＆C2 由来の M1、

M3、M5、C3＆4 由来の M7、M9、M11、

GTX2＆3 由来の M2、M4、GTX1＆4 由

来の M8、M10、M12 が代謝物として存

在すると提唱され、M1～M4 までが

Dell’Aversano らによって構造決定され

ている。また、沼野・山下らにより、ヘ

ミアミナール構造を有する M-toxin を

構造決定し、M5-HA および M6-HA と

命名している。それ以外の成分（M5～

12）については、詳細な構造情報が不明

である。加えて、M-toxin 類は毒性が未

だ不明である。さらに認証標準品が発売

されていないため、二枚貝中の蓄積濃度

を LC-MS/MS で定量できず、毒力の算

出が出来ない状況にある。令和 4 年度の

本事業において、マウス毒性試験による
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毒力と LC-MS/MS から得られた毒値 

(測定対象成分：C1, C2, GTX1～6, STX, 

TTX) から換算した毒力とが、一部乖離

する結果となった。このことより、試料

中に含まれる M-toxin 類が、毒力にある

程度寄与している可能性が示唆される。

LC-MS/MSでM-toxin類を未測定とした

場合、毒化試料中の毒力を過小評価する

可能性がある。よって、M-toxin 類の構

造確認や毒性評価、二枚貝中における定

性および定量が重要となる。 

以上の背景から、本事業では、単離ま

たは化学合成により調製した M-toxin

類について、毒性評価を行うとともに、

LC/MS/MS 法の前処理条件などを改良

し、M-toxin 類も含めた分析法を確立す

る。今年度は、M-toxin 類の単離技術の

確立の検討を行った。また、M-toxin 類

の原料を確保するため、国内沿岸で毒化

した二枚貝（ホタテガイ、アカザラガイ、

ヒオウギガイ）の M-toxin 類含有につい

て調査した。 

 

B. 研究方法 

(1) M-toxin 類の単離技術の確立 

Numano S., Yotsu-Yamashita M. et al., 

Chemosphere, 2021 を基にし、一部改良

した方法とした。検討用のサンプルは、

東日本で毒化したホタテガイと西日本

産ヒオウギガイとした。まず、二枚貝の

希塩酸抽出液を活性炭に通した後、oasis 

HLB や限外ろ過によって粗抽出液を得

た。次に、陽イオン性交換樹脂およびゲ

ル濾過のカラムに通し、親水性相互作用

クロマトグラフィー（HILIC）である

TSKgel amide80 で精製した。 

(2) 国内沿岸で毒化した二枚貝中の M-

toxin 類探索 

日本沿岸におけるプランクトンの発

生状況や出荷規制状況を確認し、研究

用として毒化した二枚貝を入手した。

前年度までの本事業において、高毒化

したホタテガイの部位別 (貝柱、中腸

腺、腎臓、生殖腺、鰓) 分析を行い、M-

toxin類の主な蓄積部位が中腸腺と腎臓

であることを明らかにしている。そこ

で、本研究では、東日本よりホタテガイ、

アカザラガイ、西日本よりヒオウギガ

イを入手し、中腸腺と腎臓の分析を行

った。各二枚貝について、公定法の希塩

酸抽出もしくは既報（沼野ら, 食品衛

生学雑誌, 2024）に従って 1%酢酸抽出

を行い、ENVI-Carb で精製したものを

LC-MS/MS で分析した。探索の対象は、

M1～M4、M5-HA、M6-HA、M7～10 と

した。M-toxin 類は標準品が発売されて

いないため、測定して得られたクロマ

トグラムと既報のクロマトグラムとを

比較することにより、化合物を推定し

た。 

 

C. 研究結果と考察 

(1) M-toxin 類の単離技術の確立 

 方法 B(1) に従って、ホタテガイより

精製を行ったところ、M1、M3、M5-HA

が単離出来た。また、ヒオウギガイを同

手法で精製したところ、同様に M1、M3、

M5-HA が単離出来た。加えて、C3＆C4

由来の推定 M9 を単離出来ることを確

認した。一方で、TSKgel-amide80 では

M2 と M6-HA、M4 と M10 の溶出がそ

れぞれほぼ同時であり、単離が不可能で
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あった。そこで、TSKgel amide80 で溶出

した M4 および M10 画分について、別

の HILIC カラムに通すことで、それぞ

れが単離出来ることを確認した。M2 や

M6-HA の単離法は今後検討が必要であ

るが、既に構造確認がなされていること

や、当事業で長澤らによって合成される

予定であるため優先度が低いと考えた。

今年度精製した M1、M3、M4、M10 に

ついては、収量が少なかったが定量

NMR 法による値付けを行った。 

 

(2) 国内沿岸で毒化した二枚貝中の M-

toxin 類の探索 

 東日本で毒化したホタテガイ、アカザ

ラガイには、主に M1～4、M5-HA、M6-

HA、M8、M10 が含有していた。これら

の貝種において、GTX2＆3、GTX1＆4 が

高濃度に蓄積しているため、その代謝物

である M4 や M8、M10 が高感度で検出

されたものと考えられた。また、採取日

によって代謝物群の組成に差があり、変

換や貝体外への排出が起きたものと考

えた。定量NMR法で値付けしたM-toxin

類を標準として中腸腺中の定量を行っ

たところ、採取日によっては全毒成分に

おける組成（モル比）の 50%前後が M-

toxin 類であることを確認した。 

西日本で毒化したヒオウギガイには、

主に M1～3、M5-HA が含有していた。

加えて、C3＆4 由来の M7＆9 が含有し

ていることを確認した（Fig.1）。M9 につ

いては、MS/MS フラグメント解析によ

り、既報で M9 と推定された化合物と同

一のものであることが分かった。国内沿

岸における C3＆4 に毒化した二枚貝の

報告は少なく、M7＆9 の検出例は本研

究が初めてである。 

 東日本のホタテガイやアカザラガイ

と、西日本のヒオウギガイで蓄積してい

た M-toxin 類が異なるが、これは毒化原

因となった有毒プランクトンの種類に

起因すると考えられる。プランクトンの

発生状況を把握し、同地域で毒化した二

枚貝を入手することで、有用な精製用の

原料を確保できるものと考えた。 

 

D. 結論 

令和 6 年度の研究では、M-toxin 類の

単離技術を確立した。また国内沿岸で毒

化した二枚貝における M-toxin 類を探

索し、貝種による蓄積の差などを確認し

た。今後、当事業で単離もしくは合成し

た M-toxin 類を用いて毒性評価を行う

ことで、機器分析法で標準品が必要な化

合物を選定することが出来る。 

 

E. 健康危険情報 

なし 

 

F. 研究発表 

沼野 聡、渡邊龍一、小澤眞由、内田肇、

松嶋良次、鈴木敏之、麻痺性貝毒の機器

分析法導入に向けた妥当性評価試験お

よび代謝物 (M-toxins) 研究について、

漁場環境保全関係研究開発水深会議 赤

潮貝毒部会 東日本貝毒分科会 (2024、

仙台) 

 

沼野 聡、渡邊龍一、小澤眞由、内田 肇、

松嶋良次、鈴木敏之、ホタテガイ中の麻

痺性貝毒およびテトロドトキシンを対
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象とした液体クロマトグラフィータン

デム型質量分析法の妥当性評価、食品衛

生学雑誌 Vol.65、No.5、129-135 

 

土方悠希、長谷川晶子、沼野聡、渡邊龍

一、小澤眞由、内田肇、松嶋良次、鈴木

敏之、安井善宏、愛知県産アサリにおけ

る M-toxins の蓄積時期と PSTs 成分との

関連性、第 61 回全国衛生化学技術協議

会年会（2024、大阪） 

 

G. 学会発表 

沼野 聡、渡邊龍一、内田 肇、小澤眞由、

松嶋良次、鈴木敏之、麻痺性貝毒ゴニオ

トキシン類の代謝物（M-toxins）に関す

る検討、第 120 回日本食品衛生学会 学

術講演会 (2024、愛知) 

 

沼野 聡、渡邊龍一、内田 肇、小澤眞由、

松嶋良次、鈴木敏之、LC-MS/MS を用い

た麻痺性貝毒検査法の妥当性確認、第

120 回日本食品衛生学会 学術講演会 

(2024、愛知) 

 

沼野 聡、渡邊龍一、内田 肇、小澤眞由、

松嶋良次、鈴木敏之、ヒオウギガイとア

カザラガイにおける麻痺性貝毒の代謝

物 (M-toxin 類) の蓄積、令和７年度 日

本水産学会 春季大会（2025、神奈川） 

 

H. 知的財産の出願・登録状況 

なし 
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Fig.1 西日本産ヒオウギガイに含まれる PSTs のクロマトグラム 

<分析条件> 

カラム：TSKgel-amide80 (2.0 mm I.D.×15 cm, 5 µm、東ソー)  

移動相：2 mM HCOONH4, 60% MeCN, 0.0125% HCOOH 

流速：0.2 mL/min, isocratic 
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	試料5.0 gを50 mLのポリプロピレン（PP）製遠心沈殿管に量り採り、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50 mLの標線まで加えた。転倒混和後、常温、2,000×gで5分間遠心分離し、上清をメスフラスコに採り、メタノールを加えて正確に50 mLとした。
	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...
	C．D．研究結果及び考察
	1. 毒きのこの毒成分一斉分析法１の試験室間共同試験による妥当性確認
	2. 毒きのこの毒成分一斉分析法２の単一試験室における妥当性確認
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