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菰
面冊 文 内 容 要 ビ

日

TOXICITYS'T'UDIESONPUFFI?RSFROMTROPICALWATERS

tNTROnUCTJON

Tρtrodotoxin〔TTX}hasat、tra.ct?dt.heinterest.sofsomany

regearehPrsfOraユong†imρashavpthρonユvf'ewnatural

produet$・Itjs∩nρ ∩f†.hρm∩Rttoxiononpro℃.ei.nsub$†:.ances

havinganurliquρehemi(・a〕 只†rlど ・t.urρa.nd$pρcjfiρphy$iQlog1ρa〕

P「OPe「 †ies・Thetoxin{squiτ ρimp∩rtan†forpub正iehoaj.th,Rg

it.eausesone∩ft.hem∩9ヤv～ ∩1Rn†f∩rmsofihtOxioat.i.on.From

Pconomiestandpoi.nt.s,t.hPt∩xl.ni.saユso雪mpr)rtantinJapan,

wherepuffersarehigh] ,y-atiteemenandcaidPly-consumed.

Puffersarea!soρaten,t.h∩ughimp!iclt.⊥y,inmanysQuthern

seas,andoccasiona.]toxir・it5響lneideneeghavebeenrepOrt・ed

冒ithoutsufficient.proofont、hepresenoeoftetrodotoxin、Itis

urgentlyneeded,t.herPfore,toconduct.toxicitystudiesnn

southernspeciesforpreventionofi.ntozication.Becausesomeof

thetropicalspeciesdwellinsouthernpartofJapanbut,remain

unelucidatedwithregard†ot.heirtoxioity7determiningthe

toxicityユeveユofthesefl$handdisseminatiOnoftheinformat.ion

tothepublicarenecessary.

Inthepresentinvestigation,watested,first,toxicity-

levelsOftheflesht、 ∩providether⊃riteriaforthe

acceptabilityofthefishasfoods.Distributionoftoxinsamong

othertissuesandorganswasalso?tamined,becausecontamination

offleshbyothertopicpartsormistakenlyingestedliveror

gonadsoccasionally-causeintoxication.Toxindistributionin

thebodyisaユsointerestingtoinferthebio1Qgieaユroleofthe

toxininfish.Secondly,toxincompositionwasinvesr,igatedby

comparingHPLCanalyseswithmousebioassays.Closeandcareful

examinationQfHPLCchrOmatogramsenableustodetectnove⊥

components.They-werelateri.so!at.?dandstructuresdetermine,

Furthereffort.$toelucidat・Pthediserepancyobservedbetween

HPLCdataandbioassa,vdateIPdtodetentionofsaxit.oxinann

Otherunidentifiedt.oxl.ng.
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1. TOXIClTYSTUDLESOFPUFFERS

DToxicitvofOkinawanpuffers.

AtotalQf66specimensc∩mprisin99speeies⊥istedinTab!e

lwerecollectedin1988一]989.1'hPfo/]owingfourspecieshave

notbeenreportedprevioしislywi.t・hregardtothetoxicity:

沌ro亡 ノ]roノ つ ノηappaア!4r/77aノ つゴ2ノ ρr}sゴsヲ!4・ η1gro1つ しノη(「、亡a亡ZJgyandハp

stellarus.Lethal.potenci.Psofthemiicole,skin,liver,gonad

andin†.est.ineweredeterrninedbvanQffioiaユmousebioasgav

mPthodandexpressedinmoし 」seurlits(P1U}.

TQxicitiesoft.hofユesh(Fig.ユ}indicat.e七hatsixspeoies

shouldherejectedfrommarkets.Extremelyhightoxir_ityofthe

fユeshofO力 θヱoηodoηpa亡ooaiswOrthofspecia!mentioning.Three

species,ん 用apPa,A.s亡 θ ヱヱ∂加s,andFσguη ψ 加bヱ θswereロeakly

toxicbutawaitfurtherexaminationonincreasednumberof

specimens.TheOlodoηwasnontoxicinagreementwit・hitswide

consumptionasfoods.

Theresu!tsnntheskin(Fig.2)andviscera!part(Fig.31

indicatethattheyshouldnot.beeaten.Thehightoxicityofthe

skinwasthecharacteristicfeatureofOkinawanspecimens,

2)Toxicitvofuffersfromtroicaユcountries

Atota!of67specimenseomprisinggspeciesQfpuffer$

(Table2)co!lectedatNegrosIs!andofthePhilippine,Saipanof

theFederationofNorth図ariana,Pinge!ap工slandofFederated

StatesofMicronesia,TahitiIslandofFrenchPolynesia,Bayof

Benga!of工ndiaandfrom卜 」exicowereinvestigated.

工rre$pectiveof!ocality,tissuesofA.η1groPα ηc亡a亡uswas

highly'toxicfo!!owedbyOa.η 亡々 19'as亡er加argarゴ 亡a亡L'sfromSaipan・

,4.π}θ ヱeagrゴsfrQmSaipanwasmoderate!ytoxicwbichwasnont・oxic

fromTahitiprovidestypicalexamp!eofregiona!variation(Table

3}0,pa亡oca,ノ4.∫ 亡θ一Z-Za亡 ロs/andムagooθPカa-Zu8ヱ し～ηa.rゴsshowed

weaktoxicityand・4,加apρawasnQntoxic(Fig,4-6}。Further

studiesareneces$aryt.odrawaρonc!u$ion,a3thρte$tswererun

orユQnespecimeneaehe}(ceptム ・ ノ11nar∫s.ρ ゴodoηshowednQ
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significant.t.oxicity一,aswasobservedwithOkinawanspecimens.

MusculatureofSphaeroidesannu!atuswasalsonottoxic(Fig.4)

butremarksonsafetyrel.ieson.P].aceofcatch,工nmostof

specimensthehighest.toxici.tpwasdetectedinskin(Fig.5)

ratherthangonad(Fig.51.

3)Toxicityofpuffersfrom _Tohoki.i

TQfindtheexQgenoussr)ur¢eQftoxinsandt、oxicosisinthe

visceralorgansofpuffers,freshspecimensfromTnhokuareaWere

examined(Tab!e4},[nt.erest.inglyinOneoftheム.τ ゾカ θeヱ θrj

・pecimenQnlygut一 ・6nt・ ・twa・40卜1U/9,whil・ 。thert・ ・t.ed

tissueswerenont.oxininallotherspecimens.Thetoxicityor

intestinewerehigherthanstomachbutユivertoxicitywasthe

highestinmostoftoxicspecies,

II.CHEMICALANALYSISOFPUFFERTOXINS

BytheHPLCanalyzerextractsusedforbioassaywere》 》「
ana!yzedfirst,andthenthesameextractstreatedwith.4mherlite

CG50(NH4+f。 ・m),…eana!y・ed・tth・i・p・ 。・・dcQnditi・n。f・h・

analyzer.ThediscrepanciesoftoxicitybPt.weenbioassayand

HPLCbothoncrudeandsemipuresample(Fig.7>wereremarkable,

1)Toxinsprofilesindifferenttissues

Thetoxinprofi工esOfdifferenttissuesforal!t.ested

specieswererecorded。Typica!resultisshowninTab!e5.

Presenceoflargeamount.of11-deox,yTTXand6-epiTTXand

substantialamountof11-otoTTXintissuesoftropica!puffers

wasremarkab!e.Profi!emainlyvariesfromspeciestospecies

bt:tnotamongtissues.

2)Toxins _recovervondifferentcolumns

Mainlytissues!ikeskin,!iverandmusc!eswhichshowed
騨
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largediscrepanciesbyTTXanalyzerwerechargedondifferent

columnconditions(Tab!e6)1'herecoveryoftoxinswere

recordedandcomparedwithHYLCdata.Poorrecoveriesby

bioassayfromtropicalsamp]esmainlyoncharcoa!columnand

increaseofHPLCtoxicityindicatelossoftoxinotherthan'rTX.

Thetoxicityrecoveryfromth?samp!esofTohokuwasre!ative!y

good.Thissupportsthepredictionaboutthepresenceofother

toxin$alongwithTTXint・ropi.ca〕puffers・

III.ISOLATION,PtlRINICA'PIONANbST12UC'1'UREDETERMINATION

11工dent.ificationandiso!ationof6一 ρr⊃ΣTTXand11-deoxTTX

From!iverofFuguniphobles(4.'Lkg)fromTohoku,iso-

!ationsof6-epiTTXand11-deozyTTkweresuccessful(Fig.8).

ThesewereconfirmedbyHPLC,TLCand1HNMRspectrawiththose

ofreferencetoxinsisolatedfromnewts.Thesewerethefirst

reportsfrompuffersafternewts.

2)工so上atiOnandstructuredet.erminat.iOnof11一 ηo〆rTX-6尺1-Ql

Fromthesameextractstatedaboveisolation,purification

ofnoveltoxin(1mg)elutedinbetween6-epiTTXand11-deoxyTTX

十
wassuccessful(F19・8)・TheSIMSsuggestedCIQH15N307(〔MやH3

m/z290)astheprobab!eformu!a.iHNMR,1H-1HCOSY,NOESY(Fig.

9) .andNOEspectraconfirmedthenoveltoxinasil-nor'1'Tk-6(R)一

Qユ.工tis1/7thtoxicofTTX{70/lg/kg},

3)Iso!ationandstructuredet?rminationof11-oxoTTX

NicronesianpufferA・ η1g'ropロ ηc亡a亡us(1.2kg}whichshowed

thehighestdiscrepanciesbetweenbioassayandHPLCtoxicitywas

usedforseparation,andsuccessful!yanewtoxin(3mg)eluted

b?foreTTXwasiso!atedIFig.10)HighresolutionFAB-MS

・uggest・dCl1H17N3・9σ 凹・H}+・/・336)asth・pmb・bユ ・f…uユ ・ ・

Thestructurewasestablishedteasingonthe1HNMR,1H-iHCOSYand
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NOE(Fig,11}spectraandnamedaR11一 ∩xoT・11X.Thiswasfurther

confirmedbyreduot.ionwithNaBH3CN(F .ig.]2).Itstoxicityis

1/10thQfTTX(120y9/kg)・Fromth・eoriginalextractotherthree

・nkn・wncQ叩 。und・w・ ・ei・ ・1・t・d。 。d,,。 。。uredth。1HNMR・pect・a

butfurtherstudiesontheirgtruet・ureswereimpossibledueto

paucityofthesamples,

4)エsoユ ーsaxi並xin

TheQvaryof.4.用aρ ρafrom()kinawashQwed5Q%discrepaneies

inbetweenHPLC.'andBioaGSa,y-toxicity一.Attemptwasmadeto

isQ工atet.het.QxinwhichdoesnotgiveanypeakbyTTXanalyzer

(Fig.13).InthestronglybasicfraetiQnfrQmanionexehange

co!umn,sahitoxin(STY)wasdetectedb ,ypara!yticshellfisht.osin

analyzer(Fig,14).EvaluationofSTXintheorigina!extract

explainedonly33。3%Qfitst6xieity,工ndieatingthepresenceof

othertoxic.substance(s).
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2.

3.

4.

j,

6.

SU聞ARY

Thisworkcoversabout40%oftropica!and35%ofJapanese

pufferscomprisingfirstreport;'or4speciesofJapan.

'Thevirulencevarieswithspecies
,specimensandtissues.

Muchsignificantextentoftoxicitywasobservedinskin

andmusclefromtropica!speciesthanthatoftemperate

species,

DiodonandGu!f-puffermaybeconsideredforconsumption

fromthelocalitiescoveredinthiswork,

Toxicitydiscrepanciesonthetissuesoftropicalpuffers

betweenbioassay-andHPLCrevea!edthepresenceof!arge

amountoftoxinsotherthantetrodotoxin.Partofthedis-

crepancies(33.3%)wasexplainedbysaxitoxinandits

ana!ogs.

Toxinsprofilesamongtissuesofsamespeciesdonotvary

significantlybutdovaryamongthespecies,

Findingsof11-nor-t.etrodotoxin-6(R)一 〇1,11-oxotetrodotoxin

andidentificationof11-deoxytetrodotoxinand6-epi-

tetrodotoxinexp!ainprobab!ebiosyntheticandmetabolic

pathwayoftetrodotoxininpuffers(Fig.15).
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Table1. LISTOFPUFFERSEXAMINEDFROMOK工NAWA

ti'ame Japanes?Name ,Uo.Specimen

C11θ ヱ0ηodoηpa亡00θ

.4ro亡 力r(り η 〃θPρ θ

A,!ηaη.f-1-Zeη$1s

ハ ・ η1grOPε'η0亡a亡 〔'ξ;

ハ 。s亡eノ.Za亡 口ξ「

.4,ん ゴspゴ(ゴu5

∫7こ'9レ η ゴP110と)ヱ θS

1つノθτノraη ∂(⊃aη 亡ね α∫SCθ ヱθra亡tJξ マ

ρ ゴ0(ヲ0η カ シ'5亡 ∫rゴX

Okinawafugu

h?shoftagu$

Sujimoyofugu$

Yogorefugu#

Moyofugu事

9azanamifugu

husafugu

Senninfugu

Ne7umifugu

O

(」

0

0

0

0

0

ユ

ー

1

1

1

1

1

1
肉

*Firstreport.

1

Species
1

Toxiciヒy

50で

(MU/g)

Ch.幽

(Okinawafugu)

2A,

3A.

塑

(Keshbfugu)*

manillensis

(Sujimoyofugu)*

9A.nigropunctatus

(Yogorefugu)*

5A曹ste!!aヒus

(MOyofugu)*

6A.hispidus

(Sazan3mifugu)

7F.niohobles

(Kusafugu)

8P.sceleraヒus

(Senninfugu)

9D_hystrix

(Nezumifugu)

010σ0

a

0

e

0

0000

000

0000000a

a

0000aoO

000000

0

a

a

0

000

0

a

oa

000

a

a

a

a

oa

0

oooo

a

Ooaa

a

a

*Previouslyunreportedspecies .

Fi8.1.TOX工C】:TYINMUSCLEOFOKINAWANPUFFERS
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Species

lCh・ 幽

(Okinawafugu)

2』 里二22旦

(Feshofugu)*

3A.manillensis

(Suゴimoyofugu}★

4A.nigropunctatus

(Yogorefugu)*

5A.sヒellaヒu$

(Moyofugu)*

6A.hispidus

(Sazanamifugu)

7互 二」」niphobles

8P.

(Kusafugu)

sceleratus

(Senninfugし1}

9二 ≧=」hソstrix

(Nezumifugu)

5 io

Toxicity(MU/g)
30501 1

a

0

0

0

00

0

a

000

OO

00

a

000a

OOOOODO

000

a

000

000000000a

o

OOO

000

0000

OOO

a

oa

0000

e

rPreviouslyunreportedspecies

Fig.2. TOXICITYINSKINOFOKINAWANPUFFSkS

Species

lCh・ 幽

(Okinawafugu)

2』 皿塑

(Keshofugu)*

3A,manillensis

(Sujimoyofugu)*

4A,nigropunctatus

(YOgorefugu)*

5A.sヒellaヒus

(MOyofugu)*

6A.hispidus

(Sazanamifugu)

7F.niphobles

(Kusafugu)

8P.sceleratus

(S.enninfugu)

9P∴ 魍

(Nezumifugu)

5 沿
Toxiciヒy(MU/9)

30501 iooo

oa

oa

a

oeoO

e

a

00

0

a

OO

00

a

a

0

0 00000a

a

00000a

oaoa oaa

Ooa

oaoooOoa 0

a

oa

0

a

a

0

Fig.3.TOXICITY

KPreviouslyunreporteaspecies.

INGONADOFOKINAWANPUFFSRB
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Table2. LISTOFPUFFERSBXAMINEUFROMTROPICALCOUNTRIES

Name JapaneseName Locality零 家

0/1eヱOηodoηpa亡ooa

Oaη 亡力jg8s亡er1ηargarゴ 亡8亡uS

4ro亡 力roη177ap1つa

A,meleagris

う

鴻 ・ 刀ゴgrOPしrη0亡a亡uS

う

ウ

A.s亡eヱ ヱξヨ亡し「5

乙agocephaヱUSヱ 乙」ηar∫S

εP加erσ1desaη 刀uヱa亡u5

0ゴodoη11ン ・S亡rゴ κ

4

nkinawafugu

Ke$hofugu*

Mizorefugu*

%

YogorefugU*

弔

多

Moyofugu*

Dokusabafugu

Nezumifugu

づ

Philippinetl)

Saipan(12)

Pingelap(1)

Saipan(7)

Tahiti(4}

Philippine(2)

Saipan(6)

Pingelap(1)

Indiail)

工ndia`12}

Mexico(13)

Saipan(1)

Tahiti(6)

*Firstreport. **():Numberofspecimensexamined.

1

2

3

4

5

6

7

8

Species

Ch・ 幽

(Okinawafugu)

三L!腿
(Keshofugu)

A.meleagris

(Mizorefugu)

ムニniqropuncヒaヒUS

(Yogorefugu)

A.sセellaヒus

(MOyofugu)

C.margaritatus

L.lunaris

(Dokusawafugu)

S.annulatus

9旦=幽

(Nezumifugu)

y 5 i

Toxicity(MU/g)

0コOO o iooo

a

★ ★ ★ ★

XXXXXXXXX

×XX

十十十十十十十十十

十十十十

〇****A*

x.

■

0 000

■ ●

ooa

oeeeeoeo

Ooa /aooa

OOOO

Fig.4.TOXIC工TY

:職ll£P'孕e'eP'ngela・'★Tah'U'.sa'pan'Xエnd'a'

INMUSCLfiSOFPUFFERSFROMTROPICALCOUNTRIBS
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Species

i 5 】0

Toxicity(MU/g)

3050100 500 ioa

1Ch・R塑

(Okinawafugu)

2ム 」 堅

(Keshofugu)

3A.meleagris

(Mizorefugu)

4A,nigropunctatus

(YOgorefugu)

5A.sヒe上 ⊥aヒus

(Moyofugu)

6C・marqaユ=⊥t二aヒus

7L瞳 工し1naris

(Dokusawafugu)

8S.annulatus

gD.hyst二rix

(Nezumifugu)

5000

f#

e

xxxxxxxxXXX

十十十十十

.....*

..

x

×

十十十 十十

a

0

十十十

薗

ooa

a

0000a
ooa

O

5

oa

000000

000a

e

Fig.5.TOXICITY

Species

i

・

十

Pエ1PPエne,㌔

"1exico

INSKINSOF

6

Pエngeap,aエ しエ,Sa上pan,XIndia,

PUFFERSFROMTROPICALCOUNTRIBS

Toxicity(MU/g)

】03050100 5007000.5000

1Ch・ 幽

(Okinawafugu)

2』 里塑

(Keshofugu)'

3A.meleagris

(Mizorefugu)

4ム 、 一

(Yogorefugu)

5A.stellatus

(Moyofugu)

6C.

7L.

85.

9D.

margaritatus

lunaris

(Dokusawafugu)

annulatus

hyst二rix

(Nezumifugu)

肩

㍗

##*

x

XXXXXXXX

XXXX

十+十

★★★★★★o

000000

●

十十十 十十十十十十 十

ao

a

e a

●

十

Fig.6.TOXICITY

Philippine,@Pinワelap,

Mexico,一untested.

INGONAIIOFPUFFBR9

★Tahiヒi
,OSa:ipanρ × 工ndia,

FROMTROPICALCOUNTRIES
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Table3.REGIONALVARIATIONSONTOXICITYg

AverageToxicity(MU/g)

Tissues Saipan(7}家* Tahijti(41‡*

Musc!e

Skin

Liver

Gonad

工ntestine

24.9

63.0

20.4

38.4

24.i

ND

2.7

NU

ND

,vn

‡Bioassaytoxioityof、4ro亡 力roη1ηe2eagrゴ9

求‡NumberQfspecimenstested.ND:nQt.deteeted.

Table4.TOXICITYTESTSONFRESHVISCERAOFPUFFERSFROMTOHOKU

No.SewT.Wt.

(g)

T.L,.

(om)

Tohicitti 個U/9)

LiverStomachIntestineGut-content

Fugupardalis

lM54.014.5

2M43.413.0

3F33.012.0

ムagocep力a1ロS配 力eθ ヱerゴ

1F73.016.0

2M52.114.0

3F46.214.0

17ロ9ロpoeoゴ ヱ0η0亡 ロS

lF228.922.5

2F200.720.6

3F184.820.0

4F167.718.5

5M151.021.5

6M148.120.0

7F167.020.0

192C

90
'110

ND

Nn

ND

5900

330

6930

4595

140

5100

380

Boa

230

70

tin

Nn

:vn

2610

160

920

290

40

355

1435

ND

750

ND

Nn

ND

3910

16$

zso*

630累

6*

2100*

zoos

rO

8

20

ND

ND

40

T.Wt.totalweight,T.L.:totallength,

F:femaユe,M:maユe,(一):nottested∫

*lnc!udinggut-content
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(M曝9)
む絢

80

60

40

詮

の
紹

o
お

P
ト
ー
1
し
琴
Z

20

0
020406080100

HPLConcrudesample

Fig.7.HPLCANALYSBS

Table5.TOX工NSPROFILESON

(M%)

(M曝9)
10Q

■

0

80

な

沼60

8

お
4Q■

■

20
ゆ

%/ン

oo

e

020406080

HPLConsemipuresample

OFTROPICALPUFFERS

TISSUESOFTROPICALPUFFER零

1。o(Mψ6)

Nuseユe Skin Liver Gorユad 工ntestine

TTX

11-oxoTTX

6-epiTTX

.4-epiTTX

4,9-anhydroTTX

1!-deoxyTTX

62.5

3.7

12,8

2.4

9.6

8.8

60.9

4.3

15.8

2.5

10.9

5,3

58.4

2.6

11,6

2.0

10.4

14.7

40,4

1.7

11.1

3.6

15.9

27.0

61.7

2.6

10.8

2.O

ii

11,4

HPLC(MU/g)

Bioassay(MU/g)

25.2

48.0

121.8

445.0

28.5

77.0

X4.1

195.0

30.7

66.0

$Compositionsinmole%

Sample:4-ro亡 力roη η ゴgrOPロ ηc亡a亡Usfrom Okinawa
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Table6. TOXICITYRECOVERYONDIFFERENTCOLUMNS

Species/

Locality/

(Tissue)

Column.

の

○ Initia工 Recovery

:Bioassay(MU):HPLC(MU},Bioassay(MU):HPLC(MU)

.4.nigropunctatusMicronesian

(Liver)Charcoal430
"330

(Muscle)1680

(Wholebody)140,600

・4。 刀∫grOPロ ησ亡aむ αsOkinawa...

(Skin)1232

四 「璽..8327

"BiogelP -2195

""75

遠.11∫sp」 乏dusOkinawa

(Skin)Charcoal480

路9丑旭 η」ユヱθη5ゴ50kinawa

(Skin)Charcoal1367

BiogelP-21585

Fロguη1P加bヱeεTghoku

(Liver)BioRex70145674

178

139

530

21009

25a

4089

31

42

375

530

600

89245

275

225

189

91070

800

6700

75

46

喋25

1347

1372

135558

偶)偶 》

(64)225(125)

(68)140(100)

(65)512(96)

(65}19924(94)

(65)

(80)

(3零)

(61)

(88)

375

6181

25

42

350

(150)

(151)

(80)

(ioo)

(93)

98630118

86960160

938247792

Fuguniphobles(Liver:4.2Kg,100,0000MU)'

IExtractedwithHOAc
Extracts

Charcoal

Amberlite工RC50

BioRex70

Hitachi-gel3011C

Hitachi-gel3013C

11一 ηorTTX-6(泥)一 〇1(1醗9)11-deoxTTX1

(HOAc+.EtσH》

BioGelP-2

BioRex?O

Hitachi-gel3011C

Hitachi-gel3013C

mand6-eITTXO,1m

Fig.S.ISOLATIONOF11-norTTX-6(R)一 〇1, 11-deoxyTTXand6-epiTTX

㌦1..

一14一



プ.

NT-350

azcu3coooioZo

CHDZCDDD=2.00Pam

Fig.9.NOESY

4

産 荻 」

.57,

蜘8. r

8む6

'犠 へ
畠

4a

dd

一

a.

lIII'1」

_一5

一

幽

.

【

1 r

L

1 」 闘II'5'Il

32!

9

5

s 巳 ダ

'"i

亀邸
「ξ.

尋 ノ

呈

a

-N
o

一 ●

曹

雪

・
¶

一 の

國

'
・… 一 →

■.
脚・

1

・ ■ ,"

;u嚇 一

P

■ の

の

弓

・ ♂

a

r●

s

l口

画 ● ● 一 ● 曜,,

5

aI
魔1

`

,

.a

,H

Q

職 グ画 。 ㎝ ㎝
HOHHO

隔

〆捻

.o● 一 ●o,・

9

.

隔

hcヒo目 亀

O

N

り'

b2
,

幽

.

- ・.ゆ

動
b環 嗣 「

L
噂

」 留 冠r 雨「

`

.イ

heロ エ13cζ3L

のh=≦ 羊
h

一
一

「

一

・幽
,

一 しn

O
一 ■

一 ●

日

,

「

一

評

験o
O

HO50H

HO`
H5司 ら

H

H
、

a
v

zｰ

1!

i」'闘 闘1」'IIl,闘"1',」'1し1"1

=
軋
a

'P【

四

口

ア

Z

●
廟

グ

H

H

N

N

H

654321PPh

SPECTRUMOF11-NORTBTRODOTOXIN-6一(R)一 〇L

、4ro亡 力roη η ゴgropし1ηc亡a亡 ロs(1。2Kg,23,9600MU)

ExtractedwithHOAc

Extracts

Charcoal(HOAc+EtOH)

BioGelP-2

BioRex70

Hitachi-ge!3011C

TSK-Gel1000

Unknown1-3*

Fig.10.SCHE卜!ATICD工AGRAMSON

Hitachi-gel3011C

Hitachi-Sel3013C

TSRGel1000

11-oxoTTX(3mg/

正SOLATIONOF11-oxoTTXANDOTHERS

一15一



(
日
自
負

り
O

・
N

o肇
聞

(
【O
O
O

N
O
=
O

鵯
O
N
自

＼
O
O
O
Q
σり
(
【O

訳

ぐ

.
N
=
Σ

O
O

ぐ

)

×
』
プ
酬
O
×
O
I
剛
門

』
○

Σ
「
騨
厚劇
』
、ハ
)
国
(
州
○り

謡
0
7
一～
{
M剛
㍉
{
㌦
一
一
Ω

留
O
Z

.
【
一

.
切

三

O
.d

O
.eり

計

」
で
ぎ
≧
～～.ζ
婁
き
三ミ
手
ζ
}

一16一

胃

}

ゴ

邸
寸

工

エ
。
・
L

の

.・エ
o
.

葱

O

'

卜

×
0

工
ρ.蕎

エ
迄
解

墜

工
。

エ糞

エ

。

o
エ

エ
O

}

　

寸

昏



季 ii
CHO

ON

11-oxoTTX

陥BCH,!65M既.

.

04612ユ8mirL ..

S鼠 丁τX

Reduced

!

1」oxoTTX

7

5 ii
GN20N

OH

3u塑
3D93珊一

浩ド

,

油
亨
川

ー

1 T
X30

0981239Q71R

32Q鵬'1

Fig.12R$DUCTIONOF11-oxoTT%

Arothronmappa(Ovary:20g,

ExtractedwithHOAc

Charcoaユ(HOAc十EtOH)

17955図U>

Toxic(1000MU)

TTXs Onlc y

BioR.eti

(HOAc)

rO

li i i

(0.05N)

Fig.13.

TTXs

510国U

isoLnrzoN

(0.1N)

Nontoxic

30ぐ トIU

SCHBMBOF

(0.5N)(1N)

STXNontoxic

60MU30<MU

STXFROMTROPICALPUFFBR

一17一



CH.1

5.

lo≡

15.

ze

25≡

r,,S 1.25臼TT20FF5.25

t

PutferSample Std.

neoSTX
dcSiX

STX

OCONH,

廟
∴.評

OH
、
、

Of-i

STX

Fig.14.CHROMATOGRAMSOFSAXITOXINFROMPUFFBR

畏

Fig.

HO9

千2

H2N源 課

姑

継
HO

H学'HH

Hユ1

CH20H

OH
曝殴

　 サ
ar9λnユne十

さ㍉・→ 一感r嚇 → ムr㎜

OHOHOH

11-dεo又y丁TX丁TX}1_Q又oTT又

△r㎝ → 園 ㎝… 斗 ㎝
CHIfCHZOH`CHO

5一εP工rTX

15.PROBABLF.B.IOSYNTHF,TfCAND

(Structureinparentheses

→

→

isopreneunit

→

碍 ㎝
H

11-narTTX-b(R)一 〇1

MBTAT30LTCPATHWAYOF

arPnotfound]

TTX

一18一



審 査 結 果 の 要 旨

わ が 国 で は フ グ ぽ美 味 な 高 級 魚 と して 広 く賞 味 され て い る。 しか しな が ら種 類 や 組 織 に よ って

は 猛 毒 テ トロ ド トキ シ ン(TTX)が 高 濃 度 で存 在 す るた め,高 死 亡 率 の 食 中 毒 の 原 因 とな る。 わ

が 国 で 発 生す る食 中毒 死 亡 率 事 例 の 大 半 は フ グ中 毒 が 原 因 で あ り,フ グの毒 性 監 視 は 食 品 衛 生 上

極 め て重 要 な課 題 で あ る。 近 年,フ グ'の需 要 が 著 し く拡大 した た め,従 来 ぽ食 用 の 対 象 と され な

か った種 類 や,外 国産 の 種 類 が 消 費 の 対 象 と され つ つ あ る。 この よ うな新 た な食 用 対 象 種 に っ い

て の毒 性 調 査 は十 分 に な され て い ず,特 に,南 日本沿 岸種 に ぽ 毒性 不 明種 が多 く,早 急 な 調 査 が

急務 と され て いた 。

本 研 究 では,ま ず,沖 縄 県 及 び太 平 洋熱 帯 域 の6力 国 か ら入 手 した9種65検 体 の フ グの 筋 肉,

皮,肝 臓,生 殖 巣,腸 管 の 毒 性 を 測 定 し,食 用種 と して適 否 に つ い て資 料 を作 製 した 。 また,本

州沿 岸 種 と南 方 種 で ぽ 毒 の 組織 別 分 布 に 顕著 な差 が あ り,前 者 で ば通 常 肝 臓 が高 い毒 性 を 示 す の

に対 して 後 者 で は 大 部 分 の種 類 で皮,も し くは,卵 巣 が 最 高 の毒 性 を有 し,肝 臓 の毒 性 ぽ 極 め て

低 い こ とを 明 らか に した。 これ らの知 見 は調 査 ・加 工 の際 に高 毒 部 位 に よる汚 染 や 混 入 の 排 除 に

役 立 つ 。

次 に,南 方 産 の 毒組 成 を精 査 し,TTX以 外 に6一 エ ビTTX,11一 デ オ キ シTTX,l!一 オ キ

ソTTX,11一 ノルTTX-6(R)一 オ ー ル を単 離 し,各 種 ス ペ ク トル 測定 で構 造 を決 定 した 。前2

成 分 を フ グか ら同定 した の は初 め て で あ り,後2成 分 は 天 然 物 と して は 初 め て 構造 が決 定 され た

成 分 で あ る。 これ ら の成 分 の 構 造 か らTTXの 生 合 成,及 び,代 謝 経 路 に つ い て 重要 な情 報 が 得 ら

れ た 。

高速 液 体 ク ロマ トグ ラ フ ィーを 用 い て,TTX関 連 成 分 の微 量 迅 速 分 析 条 件 を 設 定 し,得 られ

た値 とマ ウス毒 性 とを 対 比 した と こ ろ,顕 著 な 差 異 が 認 め られ た 。 この こ と よ りTTX関 連 化 合

物 以外 の有'毒成 分 の存 在 を 推 定 し,細 心 な 分析 に よ リサ キ シ トキ シ ンが全 毒 量 の20%も 占め る事

を 発 見 した。 プ ラ ンク トン 由来 の 貝 毒 成 分 と して知 られ る 本成 分 が フグ 中 に高 含 量 で存 在iする こ

とば極 め て特 異 で あ る。

以上 の よ うに 本 論 文 は 本 邦 南岸 種,及 び,南 方 産 フ グ の食 用 種 と して の適 否 を明 らか に した ば

か りで な く,毒 の 特 異 な 分 布 と組 成 の 解 明,新 成 分 の構 造 決 定 を行 っ て お り,そ の 成 果 は 農 学博

士 の授 与 に 値 す る と判 断 され た。
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