
 

Instructions for use

Title 噴火湾における有毒プランクトン(Protogonyaulax tamarensis)の麻痺性貝毒成分の同定

Author(s) 浅川, 学; 高木, 光造

Citation 北海道大學水産學部研究彙報, 34(1), 35-41

Issue Date 1983-03

Doc URL http://hdl.handle.net/2115/23812

Type bulletin (article)

File Information 34(1)_P35-41.pdf

Hokkaido University Collection of Scholarly and Academic Papers : HUSCAP

https://eprints.lib.hokudai.ac.jp/dspace/about.en.jsp


北大水産業報
34(1)， 35-41， 1983. 

噴火湾における有毒ブランクトン (Protogonyαulaxtamαrensis)の

麻癖性貝毒成分の両定

浅川 学・高木光造

Identification of PSP Components of Toxic Plankton 

Protogonyαulax tamαrensis from Funka 

Bay in Hokkaido 

Manabu ASAKAWA*， Mitsuzo TAKAGI* 

Abstract 

Attemp旬 weremade to reveal PSP (Paralytic Shellfish Poison) compoBitions 
of toxic plankton Protogo旬側laxtarnarensis (formerly Go吋仰l仰 catenellaFunka) 
isolated from Funka B乱yin Hokkaido・ Pro旬開yaulaxtam叫re削 is cells were 
extracted with 0.1 N hydrochloric acid. The extract was purified by using two 
type哩ofcolumn chrom抗ographyon Bio.Gel P-2乱ndBio-Rex 70 columns. Toxic 
fractions were analyzed by using fluore自由ncein飴nsitymonitoring， cellulose 
品cetatestrip electrophoresis姐 dthin layer chrom抗ogr品，phyon silica gel. 
Besides GTXl-3， STX and neoSTX were detected. Protogonyaulαx ta刑αrensis
isolated from Funk品B乱ywere found to con旬inGTXl-3， STX and neoSTX. 

緒言

Paralytic Shellfish Poison (以下PSPと略記する)は，有毒ブランクトン (Protogonyaulaxspp. )が

産生する自然毒で，食物連鎖によって乙のブランクトンの毒が，貝類(二枚貝)に蓄積され， その貝

類をヒトが食べる ζ とにより麻痔を主症状とする食中毒が発生する。 ζの食中毒は，発症までの時聞

が30分以内と極めて短いとと，また現在に至るまで適切な解毒法が見当らない ζともあって死亡率が

高く，古くから ζ うした食中毒の発生しているアメリカやカナダでは， ζれまでに多くの犠牲者が出

ている。 PSPIL関する研究が本格的に開始されたのは 1940年前後の ζ とである。 1937年Sommぽら 1)

はイガイ品。tilussp.の毒化と Gonyaulaxcatenellaの出現との間に相関関係がある ζと，及び毒化

した貝の消化管だけにのみ， ζの有毒プランクトンが存在するととを認め， 乙れにより PSPとG.

catenellaとの聞の因果関係が明らかになった。次いで 1948年 Riegelら2) は G.ca的iella自身から

毒を抽出し，毒がこのプランクトンに由来する ζとを証明した。 1957年Schantzr; 3)4)は毒化したム
ラサキイガイ Mytiluscal~んrnianus の中腸腺，及びアラスカバタークラム Saxidomusgiganteusの

水管部から saxitoxin 以下STXと略記する)を単離し，きらに G.catenellaの培養藻体からも同様

にSTXを単離し，両者が同ーのものであることを証明した。 ζのような一連の研究を通じて， PSPは

単一成分 (STX)を意味し，有毒プランクトン (G.catenella)によって特異的に産生されるとの説はゆ

るぎないものとなった。我が国では 1961年5月，岩手県大船渡湾でアカザラガイ Chla刑'ysnippm附 isis
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akazaraによる食中毒事件が発生し， 川城ら5)は有毒アカザラガイから STXとは化学的に異なる毒

成分を単離し chlamytoxinと命名したが， この食中毒事件と PSPとの関連性については，原因プラ

ンクトンによる赤潮の発生が見られなかったこと，また当時は上述のように PSP=STXという説が広

く受け入れられていた ζ とより，それ以上深く追求される乙とはなかった。その後.1968年Evansら6)

はイギリスの北東海岸で. G. ta叫arensis とより毒化したムラサキイガイ Mytilusedulis には STX

とは異なる毒成分が存在し，且つそれが主成分である ζとを明らかにし，従前の PSP=STXという固

定概念に疑問を投げかけると共に PSPの多様性をはじめて明確に打ち出した。また，清水ら7)8)によっ

ても 1972年. 1974年，アメリカ東海岸のニューイングランドで毒化したオオノガイ Myaarenaria. 

及びその原因プランクトン G.tamarensisを用いて同様の観察がなされ.STX以外に gonyautoxin11 

(以下 GTX2と略記する).gonyautoxin 111 (以下 GTX3と略記する)と，命名された毒成分が新たに

認められるに至り.PSPの多様性が改めて問題とされるようになった。と乙ろで，我が国で PSPがに

わかに重要視されるようになったのは. 1975年1月の三重県尾鷲湾で発生した赤潮による貝類の毒化

事件以後である。つまり， ζの事件の際の原因ブランクトンが，安達町によって G.catenellaである

と同定きれ，きらに，野口ら9)によって貝類の毒性が調べられ，日本でも PSPによって貝類が毒化す

るζ とが明らかにされてからである。 また， ζの際， 野口10)は清水らと共同で上述の尾鷲湾で G.

catenella !とより毒化した貝類の毒成分を検討しているが，やはり， G. catenellaがSTXを特異的に

産生するとの乙れまでの定説とは一致せず.GTX群を主成分とする多数の成分から成り立っている乙

とぞ明らかにしている。以後，日本各地で PSPによる貝類の毒化が報告され，また，その際の原因プ

ランクトンも明らかにされている。 1977年5月岩手県大船渡湾で発生したホタテガイ Patinopecten

yessoenstsの毒化K際し，福代は原因プランクトンのーっとして G.excavata OF-l (現在では.P. 

tamarensis OF-lとされている)を分離し，さらに安元ら 11)は乙のプランクトンが毒成分を産生する

ζとを確かめている。また. 1978年6月噴火湾でのホタテガイの毒化に際して，西浜12)は原因プラ

ンクトンとして G.catenella類似種(仮称GCFは現在 P.tm如 rensisとされている) を分離してい

る。 ζ うした有毒プランクトンにより毒化した貝類から分離された PSP成分も，主成分として GTX

群，副成分として STXというパターンを示している。 とのように現在では，従来単一成分 (STX)と

考えられていた PSPも複数の成分から成り立っていることが明らかにされており，現在までにGTX1・8

及びSTX.neoSTXの合計10成分が分離きれ13).また日本でも GTX1・5及ぴSTX.nωSTXの7成分

が検出されている14)。 ととろで，北海道では上述のように 1978年6月噴火湾で突如として貝類の毒

化が起乙り. 1979年4月には噴火湾産の毒化したムラサキイガイ 11ゐ，tilusedulisを食べて 3人が
PSP による食中毒にかかり ζのうち 1人が死亡している。 ζうした貝類の毒化は毎年同時期にくり返

されており，特Kホタテガイ養殖の盛んな噴火湾では水産上のみならず食品衛生上由々しい問題であ

る。北海道地域における PSP研究は， ζれまでホタテガイについて若干行なわれているのみで，未だ

他の毒化貝及び原因ブランクトンの毒成分についての研究は行なわれていないのが現状である。そ ζ

で著者らは噴火湾における有毒プランクトン (P.tamarensis).及びそれにより毒化した貝類との問の

毒成分の相互関係について検討すべく本研究に着手した。

試料と方法

I.試料

実験には噴火湾から単離した有毒プランクトン(P.tamarensis)を著者らの研究室で，部W-4培地16】

を用いて培養し， その培養藻体を用いた。培養条件は白色後光ランプを用い，照度は約 30∞lux.照
明は 16-8時間明暗とし.120C. 18日間培養を行なった。

II. 毒の抽出・精製

メンブランフィルター (0.45，.-東洋漏紙)により培養藻体を集めた後.O.lN塩酸を用いて毒抽出液
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100ml (その毒カは 1∞OOMU/ml)を作成し以下の精製に供した。前述の毒抽出液を減圧濃縮し，濃
縮液をクロロホルムで脱脂した後，水層を 1N水酸化ナトリウム溶液を用いて pH5.5 ILし， Bio-Gel 

P-2 (Bio-Rad Lab. )カラムに付して毒を吸着させ，蒸留水でカラムを洗浄後， 0.15N酢酸で毒を溶出

させた。得られた有毒画分を減圧濃縮し，Bio-Rex 70 (Bio-Rad Lab. H+型)カラム!<::.吸着きせ，O-o.03N
酢酸 (300ml-3∞ml)， 0.03-1. 30N酢酸 (3∞ml-3∞ml)の濃度勾配法で毒成分を溶出させた。その
際ぺリスタポンプの流量を 0.5ml/minK設定し，フラクションコレクターで 4mlずつ分取した。

111. 毒の分析法

1. 蛍光分析

それぞれのフラクションから溶出液0.5mlをとり，乙れに 1%過酸化水素水 0.5mlを加え 15分間

煮沸後，分光後光光度計(日立 6印ー10形)を用い，励起波長 365nm，測定波長4∞nmlとて後光強度
を測定した。なお，後光強度のグラフ上へのプロットは各フラクションの値を Fr.1から順1L3本ずつ

合計したものを用いた。

2. 毒性値 (MU) の浪~定

各フラクション (Fr.1から順1<::'3本ずつ合一したもの)のマウスに対する毒性値 (MU)を測定し，

鐙光強度と共にグラフ上にプロットした。なお，マウスは体重 19-21gのddY系の雄を用いた16)17)。

3. 電気泳動

毒の溶出曲線 (Fig.1)にみられる各ピーク部分，すなわち有毒フラクション (1・II・III)をそれぞれ減

圧濃縮し， GTX群標品 (GTXl-3' 1部 GTXlのエピマーである GTX4を含む)， STX群標品 (STX.

n回 STX)とともにセルロースアセテート膜(Cellogel，Chemetron)に塗布し， 0.8mA/cmで30分間泳

o -0 03N AcOlI 
!} 003ー130N AcOH 

80 司、160
Fr. 1 

70 

120 

~ 50 

ーH H ，3ロ 40 80 己ー同

Fr.III 60古>. 

Fr. Il み。<

r司

40 

l~~←~J: 
30 40 50 70 80 90 ](貰)

Fraction No 

Fig. 1. Elution diagr晶m of P.ωmarll1ωis toxIns from品 Bio-Rex70 column. 
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動させた。なお，緩衝液には O.08Mトリスー塩酸緩衝液 (pH8.7)を用いた。泳動後 196過酸化水素

水を噴霧し， 1100Cで10分間加熱後， 365nmの畿光ランプにより毒成分を検出した。

4. 薄眉クロマトグラフ-r-

担体lとはシリカゲル 60(Merck) ，展開剤にばぜりヲンー酢酸エチルー酢酸ー水 (75:25:15: 30)を用い，

展開後，毒成分を電気泳動の場合と同様にして検出した。

Rm 

1 0..- • • 日TX

• • • • • じTX，
ncoSTX 

• • • GTX.， 

o 4 ~ e • GTX， • GTX， 

Fr T Fr" Fr 111 しTX，， STX，neoSTX 

Fig. 2. Electrophoretic beh晶viorof P. ta押wre附白色oxinson晶 cellulo舵晶ce旬testrip. 
Rel抗ivemobility w品目的lculatedby assuming mobility of STXω 1. 

Rf 
1.0 

• eGTX， 
08~ e • • eGTX2，4 • • eGTX

3・neoSTX• eSTX 

0，6 

0.4 

0，2 

。
Fr，I Fr，II Fr.III GTX，-. STX，neoSTX 

Fig. 3. Chrom品，togr品，phicbeh品，viorof P. tamare'附 istoxIns on silica gel plate with品目olvent
sys'もemof pyridine-ethylace旬i恥 acetic晶cid-w，品もer(75:25:15:30). 
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結 果

毒成分の溶出曲線(Fig.1)において， Fr.I及c1Fr. IIは0-0.03N酢酸， Fr. IIIはO.03-1. 30N酢酸

のそれぞれ濃度勾配で溶出される画分である。電気泳動及び薄層クロマトグラフィーを用いて，各フ

ラクション(I-II-III)に含まれる毒成分を GTX群標品， STX群標品と比較した結果を Fig.2， Fig. 3 

K示した。電気泳動による Rm値の比較から， Fr.I はGTX1・GTX2.GTX3を，Fr. IIはGTX2・GTX3

を， また，Fr. IIIはSTX'n田 STXを含むととが認められた。同様な ζとが薄層クロマトグラフィー

による Rf値の比較からも観察きれた。 とれらの結果から， 噴火湾におけるホタテガイなどの二枚貝

のPSP毒化原因である有毒プランクトン (P.tamarensis)には GTX1・GTX2'GTX3 'STX' neoSTXの

5成分が含まれている乙とが確認された。

考 察

1. PSPの盤光分析について

現在， PSPの定量にはマウスを用いる生物試験法が広く用いられているが， PSP Iと対するマウスの

感度の差や，広く公定法として現在MUの算出に用いられているSommerの表が， STXを基準とし

て作られているために，比毒性の異なる複数の成分から成る PSPIと対して誤差を生ずる原因になる ζ

となどの点で問題がないわけではなく， ζれまでに化学的定量法の検討も行なわれてきた。 Rapo伊 rt

ら18)19)はPSPをアルカリ性下で過酸化水素処理すると， 盗塁先を出すプリン誘導体になる ζとに着眼

し， その後光を測定して PSPを定量しようと考え， STXの化学的定量法を開発しているが実験研究

の域を脱していなし、。また，清水ら20)は G.ta刑arensis己由来する PSPの化学的定量を試みている。

しかしながら， GTX1 ・ GT~'neoSTX は告を創出れ難いという欠点もあって，多成分から成る PSP Iζ 

適用するには問題があるという意見もある。一方， Ikawaら21)は薄層プレート上に展開された PSP

を過酸化処理し，鐙光性物質にした後スキャナ{でスキャンニングし， PSPを分析しようとしている。

今回，著者たちは上述の Ikawaらの PSP分析法をカラムクロマトグラフィーによって分離した PSP

に応用し， PSP分析の一つの手段としての後光強度測定の有用性を検討した。 Fig.lIとみられるよう

にPSPの7 ウスに対する毒性値をプロットしたグラフと，それに対応する後光強度をプロットしたグ

ラフは，それぞれ互いにパラレルなものとなっており PSPの鐙光分析の有用性が示唆された。

11. PSP成分について

今回，取り扱った噴火湾産有毒ブランクトン (P.tamare持sis)の毒成分の溶出バターン (Fig.1)をみ

ると，毒性値 (MU)において， GTX群 (Fr‘I・Fr.II)が全体の 7496，STX群 (Fr.III)が 2696を占め

ており，我が国の有毒二枚貝やその原因ブランクトンに含まれる PSPは， GTX群が主成分であると

した野口ら10)の報告に合致している。現在， 日本では7種類の PSP成分 (GTX1'GTX2'GTX3'

GTX4'GTX5'STX'n回STX)が検出されているが，毒成分の組成には地域tとよりやや相違が認められ

ている。すなわち， 1975年三重県尾鷲湾で毒化した貝類からは GTX1が検出されているが10)，1976 

年瀬戸内海で毒化した貝類からは GTX1は検出ぎれていない問。また， ζれまでのと ζろGTXsは北

海道では検出されておらず，主に西日本で多く検出されている。安元23)は岩手県大船渡湾産有毒プラ

ンクトン (P.tama1'ensis)には STXが含まれておらず，代わりに nωSTXが含まれている ζとを報告

し，形態学的に等しく P.印刷rensis(あるいは，P. catenella)に分類される種でも，生育環境や毒成

分の組成比を異にする系統群が存在すると主張している。今回の実験で，噴火湾から単離した P.

tamarensisは大船渡湾産の P.tama1'ensis Iとみられない STX~量産生するととが確認され，著者らは

安元らの主張を支持する。 とζろで，毒化した貝類とその原因プランクトンの毒成分の相互関係につ

いては，有毒プランクトンを捕食して貝類が毒化する乙とから， プランクトンの毒成分組成がそのま

ま貝類の毒成分組成に反映されるととは当然のζとのよろに恩われるが， それでもとれまでに報告さ
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れている例，たとえば， 1979年山口県仙崎湾において毒化したマガキ Crassostreagigasとその原因

プランクトン (P.catenella) との間での毒成分の溶出パターンを比較してみると相違が認められてお

り24)，具体内での毒成分の転換も考えられている。清水ら13)はGTX群及ぴSTX群はそれぞれきわ

めて類似した構造を持っており，貝類が有毒プランクトン (Protogonyaulaxsp.)を捕食後， 体内で

GTX群及びSTX群の個々の成分が相互転換して毒成分のパターン変化が起ζ りうることを実験的に

示している。今後，著者らは噴火湾産の毒化ホタテガイ，毒化ムラサキイガイ等の毒成分のパターン

解析を進め，今回得られた知見と比較検討し，有毒プランクトン (P.tamarensis)と毒化二枚貝との聞

の毒成分の相互関係を究明して行きたいと考えている。

111. Gonyaulax属と Protogonyaulax属について

ζれまで， PSP による貝類毒化原因ブランクトン(渦鞭毛藻)は Gonyaulaxcatenellaや Gonyaulax

tamarensisのように Go吋 'aulax属の名称で呼ばれてきた。 Taylor25)は Gr>nyaulax属の分類を整理

し，新たに Protogonyaulaxの属名を用いる ζとを提唱し，我が国でも ζうした考え方は最近広く支

持されている。そこで著者らも渦鞭毛藻に Protogonyaulax属の名称を用いる乙ととした。なお，引

用文献で Gonyaulaxとの記載のある場合はそのままとした。
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