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第 1 章 緒言 

 

フグが保有していることで知られている強力な神経毒テトロドトキシン

（TTX）は、C11H17O8N3で表される分子構造を持つ化合物である（Narahashi, 1972; 

Omana-Zapata et al., 1997; Moczydlowski, 2013）。その構造は、1964 年に京都市で

開催された国際天然物化学会議において日米の 3 グループによって報告された

（Tsuda et al., 1964; Woodward, 1964; Goto et al., 1965）。体重およそ 50 kg のヒト

における致死量は、1～2 mg 程度とされており（Noguchi and Ebesu, 2001）、電位

依存性ナトリウムチャネルの阻害剤として働く最も有毒な天然物質の一つとし

ても知られている（Colquhon et al., 1972; Narahashi, 2001; Noguchi et al., 2006）。ヒ

トの体内には蓄積せず依存性もないことから、鎮痛剤などとしても利用されて

いる（Bucciarelli et al., 2021）。 

フグ食文化を有するわが国では、TTX による食中毒事故がしばしば発生して

おり、1989～2010年の22年間に651件で56名が死亡している（Toda et al., 2012）。

最近ではフグを喫食することによる食中毒の発生は少なくなっているものの、

しらす加工品にフグの稚魚が混入する事件などが発生している（Kiriake et al., 

2016）。また、環境の変化に伴い発生した新たな問題として、ショウサイフグ

Takifugu snyderi とゴマフグ Takifugu stictonotus の交雑種が増加することによるフ

グ毒中毒の発生も懸念されている（Takahashi et al., 2017）。さらに、食中毒の事

例こそないものの、食用二枚貝から TTX が検出される事例はアジア、ヨーロッ

パおよびニュージーランドなど世界各地で発生しており（EFSA CONTAM Panel 

et al., 2017; Biessy et al., 2019）、わが国においても、ホタテガイ Mizuhopecten 

yessoensis やアカザラガイ Azumapecten farreri subsp. akazara などからの TTX の

検出が報告されている（Numano et al., 2019; Okabe et al., 2021; Yasukawa et al., 
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2023）。 

フグ科魚類のみが保有するものと考えられていた TTX だが、1964 年に Mosher 

et al.によりカリフォルニアイモリ Taricha torosa から検出されたのをはじめとし

て、それ以降ツムギハゼ Yongeichthys criniger（Noguchi and Hashimoto, 1973）や、

フキヤガマ Atelopus varius（Kim et al., 1975）、ヒョウモンダコ Hapalochlaena 

fasciata（Sheumack et al., 1978）、ボウシュウボラ Charonia lampas sauliae（Narita 

et al., 1981）、トゲモミジガイ Astropecten polyacanthus（Noguchi et al., 1982）、ス

ベスベマンジュウガニ Atergatis floridus（Noguchi et al., 1983）、オオツノヒラムシ

Planocera multitentaculata（Miyazawa et al., 1986）、ヒモムシ類（Miyazawa et al., 

1988）、コウガイビル Bipalium adventitium（Stokes et al., 2014）などの様々な分類

群の生物が TTX を保有していることが明らかとなった。 

海洋環境では、フグは TTX を自ら産生するのではなく TTX を保有する種々

の海産生物を捕食することで獲得していることが明らかとなっている（Noguchi 

et al., 2006）。また、Noguchi et al.（1986）により Vibrio 属細菌による TTX の産生

が報告されていることからも、海洋細菌の産生した TTX が食物連鎖によってフ

グに蓄積している可能性が支持されている。また、TTX の生合成経路としては

フグ類から単離された 5,6,11-trideoxyTTX や 4-epiTTX、11-norTTX-6(S)-ol など多

くの TTX 類縁化合物の構造をもとに、5,6,11-trideoxyTTX を前駆物質とした酸化

反応によるものが推定されている（Pavelka et al., 1982; Yotsu-Yamashita et al., 1995; 

Yotsu-Yamashita et al., 2013; Bane et al., 2014）。しかし、海洋細菌からフグに至る

までの TTX の動態や供給経路には、未だに不明な点が数多く残されている。フ

グ食文化の根強いわが国において、無毒であることが確認されているにもかか

わらず養殖トラフグの肝臓等の販売が許可されない背景には、このような未解

明の事象が数多く残されていることがあげられる。 
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本研究で対象とするヒラムシ類では、Planocera 属の 2 種や Stylochoplana 属に

分類される種で TTX の保有が報告されており（Miyazawa et al., 1986; Tanu et al., 

2004; Salvitti et al., 2015a, b）、特に Planocera 属のオオツノヒラムシは高い毒性を

示すことが報告されている（Miyazawa et al., 1986; Yamada et al., 2017）。また、過

去には毒化した養殖トラフグが発見された台湾の陸上養殖場から、微量の TTX

を保有する Stylochus 属のヒラムシが発見された事例（Lin et al., 1998）や、犬が

摂食することで中毒を引き起こしているウミフクロウ Pleurobranchaea maculata

の毒化に Stylochoplana 属のヒラムシが関与していた事例（Salvitti et al., 2015a, b）

が報告されている。海底から離れた網生簀で養殖されたトラフグや、ろ過海水や

人工海水を用いた陸上施設で養殖されたトラフグからは TTX が検出されなかっ

たことからも（Noguchi et al., 2004）、中毒が発生するほどの毒をもつウミフクロ

ウやフグの TTX の獲得源となり得るヒラムシ類はこれを捕食する種の水産食品

としての安全性に大きな影響を与える存在であることが示唆される。 

最近の研究により、日本列島近海の TTX 保有生物の毒化に対するオオツノヒ

ラムシの関与が明らかにされてきた。クサフグの消化管内容物からオオツノヒ

ラムシの cytochrome c oxidase subunit I（COI）遺伝子と一致する配列が検出され

たほか、オオツノヒラムシの卵板を積極的に摂餌する様子も観察され、オオツノ

ヒラムシがクサフグの毒化に深く関与していることが示唆されている（Itoi et al., 

2018; Okabe et al., 2019）。対して、琉球列島近海においてはオキナワフグ

Chelonodon patoca やツムギハゼを含む数多くの TTX 保有魚類が生息しているも

のの（Matsuura, 2002; Shibuno et al., 2008）、Planocera 属ヒラムシを発見したとの

原著論文はない。沖縄県石垣島および西表島の沿岸域で採捕されたオキナワフ

グおよびツムギハゼの消化管内容物からオオツノヒラムシの COI 遺伝子と一致

する配列が検出されていることからも、琉球列島近海のオオツノヒラムシの生
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息が示唆されているが（Itoi et al., 2020; Ito et al., 2022）、これまで所属研究室のヒ

ラムシ類の生息調査の中でオオツノヒラムシが琉球列島近海で発見された事例

はなく、あいまいな情報にとどまっている（Noguchi, 2003）。 

そこで本研究では、琉球列島近海で魚類を含む TTX 保有生物の供給源となり

得るヒラムシ類を探索し、その生態や琉球列島近海における TTX 保有生物との

かかわりを検討することで、TTX 保有生物の生態および毒化機構を明らかにす

ることを目的とした。 

 

なお、本研究で得られた成果の一部は以下の通り公表済みである。 

1. Ueda, H., Itoi, S., Sugita, H., 2018. TTX-bearing planocerid flatworm 

（Platyhelminthes: Acotylea） in the Ryukyu Islands, Japan. Marine Drugs 16: 37. 

2.  Ueda, H., Ito, M., Yonezawa, R., Hayashi, K., Tomonou, T., Kashitani, M., Oyama, 

H., Shirai K., Suo, R., Yoshitake, K., Kinoshita, S., Asakawa, S., Itoi, S., 2024. 

Japanese planocerid flatworms: Difference in composition of tetrodotoxin and its 

analogs and the effects of ingestion by toxin-bearing fishes in the Ryukyu Islands, 

Japan. Marine Biotechnology 26: 500–510. 
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第 2 章 沖縄本島近海で採取された TTX 保有ヒラムシ 

 

第 1 節 目的 

 フグ毒として知られている TTX は、フグ科魚類のみならず種々の海産底生生

物からも検出されている（Sheumack et al., 1978; Noguchi et al., 1982; Noguchi et al., 

1983）。ヒラムシ類では、台湾において養殖トラフグの毒化が発生した際に陸上

養殖場から Stylochus 属の 1 種が発見されたこと（Lin et al., 1998）や、Stylochoplana

属のヒラムシがウミフクロウの毒化に寄与していることが報告されている

（Salvitti et al., 2015a, b）。Planocera 属においては 2 種が TTX を保有し、そのう

ちの一種であるオオツノヒラムシでは卵板が親個体の 2～50 倍の毒性を示すこ

となどが報告されたほか（Miyazawa et al., 1986, 1987; Tanu et al., 2004）、TTX 保

有量の季節変動が明らかになっている（Yamada et al., 2017）。また、クサフグの

消化管内容物からオオツノヒラムシの COI 遺伝子と一致する部分配列が検出さ

れるなど、オオツノヒラムシがクサフグの毒化に関与している可能性が示唆さ

れている（Itoi et al., 2018; Okabe et al., 2019）。また、三陸沿岸のアカザラガイの

毒化にオオツノヒラムシが関与していることなどが明らかとなり（Okabe et al., 

2021）、本州沿岸の TTX 保有生物とオオツノヒラムシとの関係性は徐々に明ら

かにされつつある。 

対して琉球列島近海においては、TTX 保有魚類の生息が数多く報告されてい

るが（Matsuura, 2002; Shibuno et al., 2008）、TTX を保有するヒラムシ類を発見し

たとの原著論文は現在まで見当たらない。沖縄県石垣島および西表島の沿岸域

で採捕されたオキナワフグおよびツムギハゼの消化管内容物からオオツノヒラ

ムシの COI 遺伝子と一致する配列が検出されていることから、オオツノヒラム

シの生息が示唆されているものの（Itoi et al., 2020; Ito et al., 2022）、我々のこれま
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での調査の中でも発見されていない。そのため、琉球列島近海の TTX 保有生物

の生態や低次生物群間の TTX の授受に関する知見はいまだに不足している。ま

た、日本列島近海においてはオオツノヒラムシおよびツノヒラムシを含む 5 種

が Planocera 属として報告されているものの（Kato, 1944）、TTX 保有の有無や

TTX 保有能を有する種の系統学的地位なども明らかにされていない。 

そこで本章では、琉球列島近海においてオオツノヒラムシもしくはそれに近

縁なヒラムシ類を探索することで、琉球列島近海に生息する TTX 保有生物や低

次生物群間の TTX の授受を明らかにすることを目的とした。 

 

第 2 節 試料および方法 

2.1 試料採取 

2017 年 8 月に沖縄県名護沖の水深約 10 m の海底でスキューバダイビングに

よってヒラムシ類の採取を行った。採取は海底で直径 50 cm 程度の転石を返し

ながら行った。採取した個体はポリ容器に入れて活かしたまま実験室へ持ち帰

り、生体時の特徴を記録するために色彩や眼点、触角などの外部形態を観察し、

写真を撮影した。採取した個体は撮影後重量を測定し-30°C で冷凍保存した。 

 

2.2 TTX の検出 

2.2.1 TTX の抽出 

-30°C で冷凍保存した試料から、公定法により TTX の抽出を行った。試料は

それぞれ外縁部を 0.2 g 程度量りとり、1.5 mL マイクロチューブ内ですり潰し、

ホモジナイズした。0.1%酢酸を 1 mL 加え、ボルテックスで撹拌した。沸騰させ

た湯の中で 10 分間加熱処理を行い、その際、約 3 分ごとに湯から引きあげ、ボ

ルテックスミキサーにより撹拌した。加熱処理の後、氷上で十分冷却した試料を
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21,880 ×g で 20 分間遠心分離した。得られた上清を 0.45 µm Supra Pure Syringe 

Filter （Recenttec, Taipei, Taiwan）でろ過し、回収したものを分析用抽出液とした。

抽出液を 0.1%酢酸で 101～105倍に希釈した後、liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry（LC-MS/MS）分析に供した。 

 

2.2.2 LC-MS/MS 分析 

LC-MS/MS 分析は、マルチリアクションモニタリング（MRM）モードに設定

し、Quattro Premier XE（Waters, Milford, MA, USA）に接続された Acquity UPLC

システム（Waters）を使用した。分析用抽出液には希釈倍率 10-3～10-5 のものを

用い、サンプル溶液の分析は、Atlantis HILIC Silica カラム（2.1 mm × 150 mm, 5 

µm, Waters）を用い、溶媒 A には 0.1%ギ酸、溶媒 B にはアセトニトリルを使用

し、流速 0.3 mL/min で実施した。検量線は 0、1、2.5、5、10、25、50 および 100 

ng/mL の TTX 標準溶液を LC-MS/MS 分析に供して得られたクロマトグラムのピ

ーク面積から算出した。試料の TTX 量は、ピーク面積を求めた後に検量線を用

いて算出した。 

 

2.3 分子生物学的手法による塩基配列解析 

2.3.1 DNA 抽出 

各試料の外縁部から切り出した組織片より、Tsunashima et al.（2017）の手法に

従い全 DNA の抽出を行った。40 mg 程度の組織片を、1.5 mL マイクロチューブ

に移し、10 mM EDTA（pH 8.0）、34 mM NaCl、0.1% SDS、1 mM 2-メルカプトエ

タノール、8 M 尿素を含む DNA 抽出緩衝液（pH 8.0）500 µL および 10 mg/mL 

proteinase K 溶液（Merck KGaA, Darmstadt, Gemany）10 µL を加え、ホモジナイ

ザーで組織片を潰して破砕した。その後 55°C に設定したヒートブロックで 2 時
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間半静置した。2 時間半後、フェノール/クロロホルム溶液を 500 µL 加え、転倒

撹拌後 5 分間静置し、4°C、21,880 ×g で 5 分間遠心分離した。得られた上清を別

のマイクロチューブに移してクロロホルムを 500 µL 加え、転倒撹拌後 5 分間静

置して 4°C、21,880 ×g で 5 分間遠心分離した。得られた上清を別の 1.5 mL マイ

クロチューブに移し、上清の 10 分の 1 の量の 3 M 酢酸ナトリウム（pH 5.2）と、

2.5 倍量の-30°C に冷却した 100%エタノールを加えて、4°C、21,880 ×g で 15 分

間遠心分離した。その後、上清を除去して-30°C に冷却した 70%エタノール 200 

µL を加え、4°C、21,880 ×g で 10 分間遠心分離した。遠心分離後上清を除去し、

微量遠心濃縮機（Micro vac MV-100）で約 5 分間乾燥させたものを抽出 DNA サ

ンプルとし、-80°C で冷凍保存した。 

 

2.3.2 プライマーの設計 

無脊椎動物の COI 遺伝子領域を対象としたユニバーサルプライマー（Vanhove 

et al., 2013）およびヒラムシ類と同じ渦虫綱に含まれる三岐腸目の当該遺伝子領

域を対象としたプライマーセット（Alvarez-Presas et al., 2008）を用いて増幅した

Notocomplana humilis、Notoplana delicata および Pseudostylochus obscurus の塩基

配列を元に、COI 遺伝子領域の DNA 増幅を行うために設計されたプライマー、

HRpra2（5’-AATAA GTATC ATGTA RACTD ATRTC T-3’）および HRprb2-2（5’-

GDGGV TTTGG DAATT GAYTA ATACC TT-3’）（Tsunashima et al., 2017）を用い

た。また、28S rRNA 遺伝子領域の DNA 増幅を行うために、N. humilis の 28S 

rRNA の塩基配列にもとづき設計されたユニバーサルプライマー、HRNT-F2（5’-

AGTTC AAGAG TACGT GAAAC C-3’）および HRNT-R2（5’-AACAC CTTTT 

GTGGT ATCTG ATGA-3’）（Tsunashima et al., 2017）を用いた。 
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2.3.3 DNA の増幅 

 PCR 法によりミトコンドリア DNA にコードされる COI 遺伝子領域（約 750 

bp）および 28S rRNA 遺伝子領域（約 1,100 bp）を増幅した。PCR 反応はサーマ

ルサイクラーMyCycler（Bio-Rad, CA, USA）を用いて行った。反応液は 0.625 units 

TaKaRa ExTaq DNA polymerase（Takara Bio,Otsu, Shiga, Japan）、10× ExTaq DNA 

polymerase buffer（Takara Bio）2 µL、10 µM プライマー各 2.6 µL、2.5 mM dNTP

混合液 1.6 µL、抽出 DNA 溶液 1 µL に超純水を加えて計 20 µL とした。反応条

件は、まず 95°C で 1 分間保温した後、95°C で 10 秒間の熱変性、55°C で 30 秒

間のアニーリング、72°C で 2 分の伸長反応のサイクルを 35 回行い、最後に 4°C

で冷却した。 

 

2.3.4 DNA の精製 

 増幅を確認するため、PCR 産物 3 µL に色素液（0.25% xylenecyanol、0.25% 

bromophenol blue および 0.25% orange G を含む 50%グリセロール溶液）1 µL を

混合し、TAE buffer 中に Agarose S（Nippongene, Tokyo, Japan）を溶解して調製し

た 2%アガロースを用いて電気泳動を行った。増幅バンドを確認した後、PCR 産

物の不純物を取り除くための精製を行った。1.5 mL マイクロチューブに PCR 産

物 17 µL を移し、超純水 33 µL とクロロホルム 50 µL を加えて 5 分間振とうし

た。冷却遠心機を用いて 4°C、12000 ×g で 5 分間遠心分離し、得られた上清を別

のマイクロチューブに移した。3 M 酢酸ナトリウム溶液（pH 5.2）を 12 µL およ

び 40% polyethylene glycol（PEG）8000 および 100 mM MgCl2を含む PEG 溶液を

30 µL 加えて十分に混合し、10 分間室温で静置した。その後 4°C、12,000 ×g で

15 分間遠心分離し、上清を除去した。-30°C に冷却した 70%エタノールを 500 µL

加え、4°C、12,000 ×g で 15 分間遠心分離し、上清を除去した後、乾燥遠心機で
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5 分間乾燥させた。超純水を 10 µL 加え、完全に溶解させたものを精製 PCR 産

物とした。 

 

2.3.5 塩基配列解析および決定 

 精製 PCR 産物を鋳型に、サーマルサイクラーMyCycler（Bio-Rad）を用いてラ

ベリング反応を行った。反応液は 5 µM プライマー0.3 µL、精製 PCR 産物 2 µL、

BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing（Applied Biosystems, Foster City, CA, USA）

1 µL、希釈 buffer 1.5 µL に超純水 5.2 µL を加えて全量を 10 µL とした。反応は、

96°C で 1 分間保温した後、96°C で 10 秒間の熱変性、55°C で 5 秒間のアニーリ

ング、60°C で 2 分間の伸長反応のサイクルを 25 回行い、最後に 4°C に冷却した

ものをラベリング反応産物とした。ラベリング反応産物 10 µL を 1.5 mL マイク

ロチューブに移し、3 M 酢酸ナトリウム（pH 5.2）1 µL および 100%エタノール

40 µL を加えて 4°C、19,060 ×g で 20 分間遠心分離した。遠心分離後上清を除去

し、70%エタノールを 500 µL 加え、4°C、19060 ×g で 20 分間遠心分離した。上

清を除去し、乾燥遠心機で 5 分間乾燥させたものを、Applied Biosystems 社製

3130xl Genetic Analyzer を用いて分析した。 

得られた塩基配列から、コンピューターソフト MEGA11（Tamura et al., 2021）

を用いてヒラムシ類各種の COI 遺伝子領域（約 750 bp）および 28S rRNA 遺伝

子領域（約 1,100 bp）の塩基配列を決定した。また、配列のアラインメントには

Clustal W（Thompson et al., 1994）および Clustal Omega （Sievers et al., 2011）を

用いた。 

 

2.3.6 ミトコンドリア DNA 全塩基配列の決定 

採取された Planocera 属様ヒラムシについては QIAamp FFPE Tissue Kit 
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（Qiagen, Hilden, Germany）を、オキヒラムシ Planocera pellucida については

DNeasy Blood & Tissue Kit （Qiagen）を使用し、組織から全ゲノムを抽出した。

Planocera 属様ヒラムシのライブラリ調製は MGIEasy FS DNA Library Prep Set

（MGI, Shenzhen, China）を使用し、オキヒラムシのライブラリ調製は Nextera 

DNA Flex library Prep kit（Illumina, San Diego, CA, USA）を使用した。Planocera

属様ヒラムシの次世代シークエンス解析は DNBSEQ-T7（MGI）を使用し、オキ

ヒラムシの次世代シークエンス解析は HiSeqX（Illumina） および DNBSEQ-G400 

（MGI）を使用した。ミトコンドリア DNA の全塩基配列は、CLC Genomics 

Workbench ver. 8.0.1（Qiagen）を使用しオオツノヒラムシの配列（LC503532）に

リード配列をマッピングすることで構築した。rRNA の推定と tRNA の予測を含

む遺伝子のアノテーションには、Geneious Prime Java ver. 11.0.14.1+1（Biomatters 

Ltd., Auckland, New Zealand）および MITOS2（Donath et al., 2019）を使用した

（Yonezawa et al., 2020）。 

 

2.3.7 系統解析 

 決定した塩基配列から、コンピューターソフト MEGA11（Tamura et al., 2021）

を用いてヒラムシ類各種の 28S rRNA 遺伝子領域（約 1,100 bp）および COI 遺伝

子領域（約 750 bp）の塩基配列を比較し系統解析を行った。系統樹は最尤法で構

築し、1000 回の反復によって Bootstrap 値（%）を算出した。 

28SrRNA 遺伝子を用いる系統解析は、Prosthiostomum vulgaris（LC100091）を

外群とし、Amemiyaia pacifica（LC100077）、Callioplana marginata（LC100082）、

Echinoplana celerrima（HQ659020）、Hoploplana villosa（LC100076）、Idioplana 

australiensis（HQ659008）、Ilyella gigas（LC100080）、Koinostylochus elongatus

（ LC100083 ）、 Leptostylochus gracillis （ LC100078 ）、 Melloplana ferruginea
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（HQ659014）、N. humilis（LC100085）、Notocomplana japonica（LC100087）、

Notocomplana koreana（LC100086）、Notocomplana sp.（LC100089）、Notoplana 

australis（HQ659015）、N. delicata（LC100088）、P. multitentaculata（LC100081）、

Planocera reticulata（LC341284）、Paraplanocera oligoglena（KC869849）、P. obscurus

（LC100084）および Stylochus ijimai（LC100079）の配列を用いた。 

COI 遺伝子を用いる系統解析は、Enchiridium sp.（NC028199）、P. obscurus

（LC190983）および Pseudostylochus intermedius（AB049114）を外群とし、I. gigas

（LC190985）、N. humilis（LC190978）、N. japonica（LC190979）、N. koreana

（LC190980）、Notocomplana sp.（LC190981）、P. oligoglena（LC545563）、P. 

multitentaculata（LC503532）、P. pellucida（LC785388）、P. reticulata（LC503531）

および Stylochoplana sp.（KP259873）の配列を用いた。 

Cytochrome b 遺伝子を用いる系統解析は、Chromoplana sp.（KC869920）およ

びProsthiostomum siphunculus（NC 028201）を外群とし、I. australiensis（MW392980）、

N. australis（MW392986）、Notoplana sp.（MW392985）、 P. multitentaculata

（LC503532）、P. pellucida（LC785388）および P. reticulata（LC503531）の配列を

用いた。 

ミトコンドリア DNA 全塩基配列を用いる系統解析は、Echinococcus canadensis

（AB208063）を外群とし、B. adventitium（MZ561467）、Diversibipalium sp.

（MZ561470）、Dugesia japonica（AB618487）、Enchiridium sp.（KT363734）、Girardia 

sp.（KP090061）、Miroplana shenzhensis（NC 062124）、P. multitentaculata（LC503532）、

P. pellucida（LC785388）、P. reticulata（LC503531）および P. siphunculus（KT363736）

の配列を用いた。 
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第 3 節 結果 

3.1 形態的特徴による種同定 

沖縄本島名護沖の水深約 10 m の海底から Planocera 属様ヒラムシ 2 個体を採

取した。個体 No. 1（以下 S1）は 1.88 g、個体 No. 2（S2）は 2.69 g であった。こ

れらの外部形態は、半透明の胴体に灰色ないしは薄い赤褐色の斑点が数多く存

在し、茶色の網状模様を呈していた（Fig. 1A, B）。また、2 つの円錐形の触角の

基部に眼点を有していた（Fig. 1C）。形態的特徴に関する唯一の報告（Kato, 1944）

にもとづくと、茶色の網状模様の有無や触角の色彩など P. multitentaculata およ

び P. reticulata の特徴とは異なる特徴がいくつか存在したが、2 個体共に

Planocera 属の特徴を有していた。貯精嚢は両方の標本で観察されたが、受精嚢

は S2 のみに確認された（Fig. 1D, E）。 

 

3.2 TTX の検出 

本研究で採取された 2 個体の体組織から TTX を抽出し、LC-MS/MS 分析を行

った。その結果、TTX 標品と一致するピークを示すクロマトグラムが得られた

（Fig. 2）。1〜100 ng/mL の TTX 標品を使用して得られた検量線は、良好な直線

性および精度（y = 119.609x - 34.773、R2 = 0.9897）を示し、検出限界（LOD）は

15.45 ng/mL であった。S1 および S2 の TTX 濃度は、それぞれ 1,000 倍および

10,000 倍希釈した抽出液によって測定された。当該 2 個体の TTX 濃度は 249 お

よび 1,351 μg/g であり、したがって、体内の TTX の総量は 468 μg と 3,634 μg と

算出された（Table 1）。 
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3.3 分子生物学的手法による塩基配列解析 

3.3.1 28S rRNA 塩基配列にもとづく系統樹 

本研究で採取された 2 個体の標本の 28S rRNA（約 1,100 bp）遺伝子配列を決

定し、これまでに報告されている無吸盤亜目ヒラムシ類の配列とともに系統解

析を行った。最尤法によって構築した系統樹から、当該 2 個体は TTX 保有ヒラ

ムシ P. multitentaculata および P. reticulata と同じクラスターを形成した（Fig. 3）。

本研究において決定した 28S rRNA 遺伝子領域の塩基配列はアクセッション番

号 LC341282～LC341283 で DDBJ/EMBL/GenBank データベースに登録した。 

 

3.3.2 COI 塩基配列にもとづく系統樹 

本研究で採取された 2 個体の標本の COI（約 750 bp）遺伝子配列を決定し、こ

れまでに報告されている無吸盤亜目ヒラムシ類の配列とともに系統解析を行っ

た。最尤法によって得られた系統樹は、当該 2 個体の間に高いブートストラッ

プ値を示し、TTX 保有ヒラムシ P. multitentaculata および P. reticulata と同じクラ

スターを形成した（Fig. 4）。Stylochoplana sp.の配列を含む COI の系統樹では、P. 

multitentaculata および P. reticulata が Stylochoplana sp.と同一の、TTX 保有能にも

とづくクラスター化も示された。本研究において決定した COI 遺伝子領域の塩

基配列はアクセッション番号 LC341285～LC341286 で DDBJ/EMBL/GenBank デ

ータベースに登録した。 

 

3.3.3 cytochrome b塩基配列にもとづく系統樹 

本研究で採取された 2 個体の標本の cytochrome b（約 460 bp）遺伝子配列を決

定し、これまでに報告されている無吸盤亜目ヒラムシ類の配列とともに系統解

析を行った。 最尤法によって構築した系統樹から、当該 2 個体は TTX 保有ヒ
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ラムシ P. multitentaculata および P. reticulata と同じクラスターを形成した（Fig. 

5）。 

3.3.4 ミトコンドリア DNA の全塩基配列にもとづく系統樹 

本研究で採取された 2 個体の標本の mitochondrial DNA（約 15,000 bp）の塩基

配列を決定し、これまでに報告されている無吸盤亜目ヒラムシ類の配列ととも

に系統解析を行った。最尤法によって構築した系統樹から、当該 2 個体は TTX

保有ヒラムシ P. multitentaculata および P. reticulata と同じクラスターを形成した

（Fig. 6）。 

また、Planocera sp.を含む TTX 保有種のミトコンドリア DNA にコードされる

遺伝子の順序は種間で一致していたものの、TTX を保有していないオキヒラム

シ P. pellucida のそれとは異なっていた（Fig. 7）。本研究において決定したミト

コンドリア DNA の全塩基配列はアクセッション番号 LC785386～LC785388 で

DDBJ/EMBL/GenBank データベースに登録した。 

 

第 4 節 考察 

本章で採取されたヒラムシ 2 個体は形態学的特徴および系統解析の結果から

Planocera 属に分類されると考えられる。日本列島近海においてはオオツノヒラ

ムシおよびツノヒラムシを含む 5 種が Planocera 属として報告されている（Kato, 

1944）。これらの分類は形態的特徴によって分類されたものであるが、Tsunashima 

et al.（2017）の報告による分子生物学的手法を用いた分類からも支持されている。

本章の Planocera 属様ヒラムシ 2 個体の形態学的特徴はその中でも Planocera 

heda と一致していた（Kato, 1944）。当該 2 個体は P. heda と同様に水深約 10 m

の海底から採取されたが、P. heda の生息地とされる伊豆半島周辺と沖縄本島で

は約 1,400 km 離れている。また、残念なことに P. heda の標本は第二次世界大戦
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によって失われてしまったため、当該 2 個体が P. heda かどうかを確認する術は

ない。しかしながら、いずれにしても当該 2 個体は P. heda かそれに近縁な種で

ある可能性は高い。COI の部分配列にもとづく系統解析によると、Planocera 属

およびその近縁種と Stylochoplana 属ヒラムシ（Salvitti et al., 2015a, b）が同じク

ラスターを形成した。さらには、その中でも TTX を保有していないオキヒラム

シが外縁部に配置され、TTX 保有種である Planocera 属様ヒラムシ、オオツノヒ

ラムシ、ツノヒラムシおよび Stylochoplana sp.が内側に配置された。Stylochoplana 

sp.は Planocera 属ヒラムシと同様に半透明の胴体に灰色の斑点を有することが

報告されている（Salvitti et al., 2015a）。Stylochoplana sp.が Planocera 属内部に配

置されていることに加え、形態的特徴に共通点が見出されていることから、

Stylochoplana sp.が Planocera 属の 1 種である可能性が示唆されている。ミトコン

ドリア DNA 全塩基配列にもとづく系統解析の結果においても TTX 保有能を持

つヒラムシが Planocera 属内の特定のクラスターに集中していた。また、

Planocera 属様ヒラムシ、オオツノヒラムシおよびツノヒラムシのミトコンドリ

ア DNA にコードされるグルタミン tRNA の配置がオキヒラムシのそれと異なっ

ており、Planocera 属様ヒラムシ、オオツノヒラムシおよびツノヒラムシの共通

祖先が TTX の蓄積能力を獲得したことが示唆された。それを検討するために、

台湾の陸上養殖場において養殖トラフグの毒化に関与していることが示唆され

た TTX を保有する Stylochus 属のヒラムシ（Lin et al., 1998）に関しても同様の調

査を試みる必要がある。 

本研究において両標本の TTX 濃度および量はオオツノヒラムシに匹敵するこ

とを示した。オオツノヒラムシの TTX 保有量の季節変動に関する報告（Yamada 

et al., 2017）と同様に、体重依存的に TTX を蓄積するものと予想される。事実、

当該 2 個体の TTX 保有量は、貯精嚢のみ確認された S1 よりも受精嚢の確認さ
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れた S2 において高い値を示した。これらのヒラムシは琉球列島近海の TTX 保

有魚類に対する TTX の重要な供給者であることが予想され、TTX 保有生物との

関連性についてより詳細な調査が求められる。また、以降 Planocera 属様ヒラム

シを Planocera sp.として記載する。  
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第 3 章 TTX 保有生物の毒化に Planocera sp.の果たす役割 

 

第 1 節 Planocera属ヒラムシの保有する TTX および類縁化合物（TTXs） 

1.1 目的 

前章において、琉球列島近海の TTX 保有生物として Planocera 属様ヒラムシ

の存在が明らかとなった。Planocera 属様ヒラムシはその系統学的地位から、同

じく高い濃度で TTX を保有するヒラムシとして知られるオオツノヒラムシと同

じ Planocera 属であることが示唆されている。しかし、Planocera 属様ヒラムシ

（Planocera sp.）は安定的に採取する手段が確立されていない種であり、その生

態や資源量などには不明な点が多い。琉球列島近海における TTX の授受へのか

かわりに興味が持たれるところである。 

TTX には多様な類縁化合物が報告されており、その保有状況は TTX 保有生物

によって異なることが知られている。現在では、5,6,11-trideoxyTTX、5-deoxyTTX、

6-deoxyTTX、5,11-dideoxyTTX、6,11-dideoxyTTX、11-norTTX-6(S)-ol など、多く

の TTX 類縁化合物がヒラムシやフグ類、イモリなどから見つかっている（Yotsu-

Yamashita et al., 1992, 1995, 1999, 2013; Jang and Yotsu-Yamashita, 2007; Kudo et al., 

2014; Suo et al., 2022; Ito et al., 2022）。陸水生態系と海洋生態系で TTX 生合成系

は異なる可能性も示唆されている（Hanifin et al., 2003, 2008; Cardall et al., 2004; 

Kudo et al., 2012; Gall et al., 2014; Kudo et al., 2014; Ueyama et al., 2018; Mebs and 

Yotsu-Yamashita, 2021）。また、TTX を保有する魚類は自ら TTX を産生できない

ため、餌生物から直接 TTX およびその類縁化合物を摂取し、その組成が TTX を

保有する魚類のそれに反映されることが示唆されており（Asakawa et al., 2013; 

Suo et al., 2022; Vlasenko et al., 2023）、TTX 保有魚類の TTX 循環における不明点

の推定には、TTX およびその類縁化合物の組成を調査することが有効だと思わ
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れる。また、近年クサフグの毒化に深く関与していることが明らかとなったオオ

ツノヒラムシでは、保有する TTX 類として TTX、5,6,11-trideoxyTTX、11-

deoxyTTX、6-deoxyTTX および 5-deoxyTTX などが報告されている（Itoi et al., 

2018; Okabe et al., 2019; Suo et al., 2022）。 

琉球列島近海においては、オキナワフグやツムギハゼの消化管内容物からオ

オツノヒラムシのミトコンドリア DNA の COI 遺伝子の部分配列が検出されて

おり、それらの TTX 蓄積にオオツノヒラムシが関与していることが示唆されて

いる（Itoi et al., 2020; Ito et al., 2022）。琉球列島近海で生息が確認されている TTX

保有ヒラムシは Planocera sp.のみであり、その生態や TTX の授受に関する知見

は不足している。本章ではそれらを検討する手段として TTX およびその類縁化

合物の検出を実施した。なお、TTX および類縁化合物の検出の有無については

Suo et al.（2022）を参考にし、検出時間、検出されたフラグメントイオン、検出

強度を用いて総合的に判断した。 

 

1.2 試料および方法 

1.2.1 試料 

1.2.1.1 Planocera sp. 

本節で使用したヒラムシ 2 個体は第 2 章第 2 節と同じ個体である。 

 

1.2.1.2 オオツノヒラムシ、ツノヒラムシおよびオキヒラムシ 

本節で用いたオオツノヒラムシは、2023 年 6 月に茨城県ひたちなか市の岩礁

地帯で採取した。オオツノヒラムシは満潮時に海水に浸っている転石の裏面に

生息しているため、採取は干潮時に潮間帯の磯で転石を返しながら行った。採取

した個体はポリ容器に入れて実験室へ持ち帰り、生体時の外見的特徴を記録す
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るために色彩や眼点、触角などの外部形態を観察し、写真を撮影した。すべての

個体は撮影後重量を測定し-30°C で冷凍保存した。 

本節で用いたツノヒラムシは、2023 年 5 月に神奈川県三浦市の岩礁地帯で採

取した。採取は干潮時に潮間帯の磯で転石を返しながら行った。採取した個体は

ポリ容器に入れて実験室へ持ち帰り、生体時の外見的特徴を記録するために色

彩や眼点、触角などの外部形態を観察し、写真を撮影した。すべての個体は撮影

後重量を測定し-30°C で冷凍保存した。 

本節で用いたオキヒラムシは、2020 年 6 月に神奈川県三浦郡の岩礁地帯で採

取した。採取は干潮時に潮間帯の磯で転石を返しながら行った。採取した個体は

ポリ容器に入れて実験室へ持ち帰り、生体時の外見的特徴を記録するために色

彩や眼点、触角などの外部形態を観察し、写真を撮影した。すべての個体は撮影

後重量を測定し-30°C で冷凍保存した。 

 

1.2.2 TTXs の検出 

1.2.2.1 TTXs の抽出 

組織片および卵板は第 2 章第 2 節と同様に TTXs の抽出に供した。 

 

1.2.2.2 TTXs の精製 

TTX 抽出液には不純物が多く存在し、そのままでは TTX および類縁化合物の

定性分析には不向きであったため、不純物を取り除くために精製を行った。TTX

抽出液 200 µL に 0.01 M 酢酸を 1.8 mL 加えた調製液に NaOH を用いて pH を 6

に調整した。146 mm パスツールピペット（Corning, New York, USA）に綿と活性

炭を詰め作製した活性炭カラムに超純水をよく流し、カラムを洗浄した。その後、

TTX 調製液全量（水層 1）、1.5 mL の超純水（水層 2）、9 mL の混合溶液（酢酸
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2：水 49：エタノール 50）（酢酸層）の順に活性炭カラムに流し入れた。得られ

た酢酸層は、スピードバック遠心濃縮乾燥機により乾固した。乾固した精製産物

は 0.1%酢酸で溶解し、10 mg/mL に濃度を調整した。 

 

1.2.2.3 LC-MS 分析 

LC-MS 分析には Shimadzu LC-20AD solvent delivery system および ESI イオン

源を備えた X500R Q-TOF Mass Spectrometer（AB SCIEX, Framingham, MA, USA）

を使用した。サンプル溶液の分析は 0.2 mL/min の流速で TSKgel Amide-80 カラ

ム（2.0 mm × 150 mm, 5 µm; TOSOH, Tokyo, Japan）を用いて実施した。TTX およ

び類縁化合物の定性解析は、既報の方法（Suo et al., 2022）に沿って行った。す

なわち TTX は m/z 320.1 > 302.1 で定性イオンを、m/z 320.1 > 162.06 で定量イオ

ンを観測した。また、5,6,11-trideoxyTTX は m/z 272.1 > 254.1 で定性イオンを、

m/z 272.1 > 162.1 で定量イオンを観測した。DideoxyTTX 類は m/z 288.1 > 270.1 で

定性イオンを、m/z 288.1 > 162.1 で定量イオンを観測した。DeoxyTTX 類は m/z 

304.1 > 286.1 で定性イオンを、m/z 304.1 > 162.1 で定量イオンを観測した。11-

norTTX-6(S)-ol は m/z 290.1 > 272.1 で定性イオンを、m/z 290.1 > 162.1 で定量イオ

ンを観測した。 

 

1.3 結果 

Planocera sp.、オオツノヒラムシ、ツノヒラムシおよびオキヒラムシの TTX お

よびその類縁化合物の定性解析の結果、Planocera sp.とオオツノヒラムシの間に

共通するピークが検出された（Fig. 8）。m/z 320.1088 の 15.8 分のピークは TTX

のものと、14.0 分のピークは TTX の化学平衡分子の 1 つである 4-epiTTX と同

一だった。m/z 272.1241 の 5.7 分のピークは 5,6,11-trideoxyTTX と同一で、m/z 
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290.0983 の 12.4 分のピークは 11-norTTX-6(S)-ol と同一だった。さらに、m/z 

304.1139 の 10.7 分および 13.5 分のピークは、それぞれ 11-deoxyTTX および 6-

deoxyTTX と同一だった。m/z 288.1190 の 6～9 分のピークは、5,11-dideoxyTTX

および 6,11-dideoxyTTX と同一のイオンと考えられる。ツノヒラムシの TTX お

よびその類縁化合物でも同様のパターンが観察されたが、オキヒラムシでは、

TTX および類縁化合物のピークは検出されなかった。 

 

1.4 考察 

 近年、TTX および類縁化合物については多くの研究が行われており、5,6,11-

trideoxyTTX や dideoxyTTX 類、deoxyTTX 類などの類縁化合物がフグ科魚類や両

生類、ヒラムシなどから検出されている（Yotsu-Yamashita et al., 1992, 1995, 1999, 

2013; Jang and Yotsu-Yamashita, 2007; Kudo et al., 2014）。このような TTX 類縁化

合物の生物間移動や体内動態を調査することで、天然環境下における TTX の授

受や TTX 生合成機構の解明および TTX 保有生物の毒化機構の解明において重

要な知見になると考えられる。 

本節において、Planocera sp.の TTX およびその類縁化合物の組成を検出した

ところ、TTX、5,6,11-trideoxyTTX、6-deoxyTTX、11-deoxyTTX、6,11-dideoxyTTX、

および 11-norTTX-6(S)-ol が検出された。5-deoxyTTX は Planocera sp. S2 におい

てのみわずかなピークが検出された。オオツノヒラムシでは TTX、4-epiTTX、

5,6,11-trideoxyTTX、11-norTTX-6(S)-ol、dideoxyTTX 類に加えて、deoxyTTX 類と

して 11-deoxyTTX と 6-deoxyTTX の他に 5-deoxyTTX が報告されており（Suo et 

al., 2022）、Planocera sp.においてもオオツノヒラムシと同様の類縁化合物が検出

された。また、本節においてはオオツノヒラムシから 5-deoxyTTX は検出されな

かったものの、それ以外の類縁化合物組成は既報と矛盾しない結果が得られた。
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5-deoxyTTX は他の deoxyTTX 類に比べ極少量しか含まれていないために、ヒラ

ムシ類のように多量に deoxyTTX 類を保有する生物では、11-deoxyTTX のピーク

と重なって見えてしまう可能性が考えられる。このことに加え、TTX、5,6,11-

trideoxyTTX のシグナル強度が非常に高い点も、Planocera sp.とオオツノヒラム

シで共通している。また、ツノヒラムシにおいてはオオツノヒラムシと同様のピ

ークのパターンが検出されているものの、シグナル強度が低く、オキヒラムシに

おいては既報の通り TTX は検出されず（Kashitani et al., 2020）、また TTX の類縁

化合物も検出されなかった。 

近年、日本列島近海ではクサフグの消化管内容物からオオツノヒラムシの COI

遺伝子と一致する配列が検出されたほか、クサフグがオオツノヒラムシの卵板

を積極的に摂餌する様子も観察されており、オオツノヒラムシがクサフグの毒

化に深く関与していることが示唆されている（Itoi et al., 2018; Okabe et al., 2019）。

本章において、Planocera sp.とオオツノヒラムシの保有する TTX およびその類

縁化合物に共通点が見出されており、それぞれの生息域の TTX の授受において

類似した役割を担っている可能性は否定できない。 

 

第 2 節 オオツノヒラムシ卵を用いた TTX 保有生物の毒化実験 

2.1 目的 

前節までの結果から、Planocera sp.とオオツノヒラムシがともに高濃度の TTX

を保有し、その類縁化合物の組成に共通点が多いことが明らかとなった。本州近

海においてオオツノヒラムシがクサフグやアカザラガイの毒化に関与している

のと同様に（Itoi et al., 2018; Okabe et al., 2019; Okabe et al., 2021）、琉球列島近海

で Planocera sp.が TTX 保有生物への供給源となっている可能性が示唆された。 

Planocera sp.は水深約 10 m の海底で発見されたヒラムシであるが、これまで
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に琉球列島近海において高濃度の TTX を保有するヒラムシ類は発見されていな

い。また、その生態や生息域周辺における資源量なども謎に包まれており、安定

的に捕獲する手段は確立されていないのが現状である。前節において、Planocera 

sp.がオオツノヒラムシと同様の毒性を有していることが明らかとなり、オオツ

ノヒラムシが果たす役割と Planocera sp.が果たす役割の類似性が示唆されてい

る。このことから、Planocera sp.による TTX 保有生物の毒化がオオツノヒラム

シを用いて再現することが可能なのではないかとの仮定を立てた。 

先行研究において、クサフグの TTX および類縁化合物の蓄積にはオオツノヒ

ラムシが深くかかわっていることが明らかとなっており（Itoi et al., 2018; Okabe 

et al., 2019）、Planocera sp.の採取場所周辺にもクサフグが生息していることから、

本節ではクサフグに対してオオツノヒラムシの卵板を摂餌させ、保有する TTX

および類縁化合物の組成への影響を検討した。また、同様にオキナワフグおよび

ツムギハゼに対してオオツノヒラムシの卵板を摂餌させ、保有する TTX および

類縁化合物の組成への影響を検討した。この TTX および類縁化合物組成を天然

個体と比較することで、Planocera sp.が TTX 保有生物の類縁体組成に与える影

響をシミュレーションし、琉球列島近海における TTX 保有生物の毒化機構の解

明を目指した。 

 

2.2 試料および方法 

2.2.1 試料 

2.2.1.1 オオツノヒラムシ 

本節で用いたオオツノヒラムシは、2022 年に神奈川県三浦郡の岩礁地帯で転

石を返しながら採取した。採取したオオツノヒラムシを実験室で飼育し、産卵し

た際にその卵板を回収し飼育実験に使用した。 
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2.2.1.2 クサフグ 

天然環境下のクサフグとして 2022 年 6 月に沖縄県名護市で採取された 10 個

体を試料とした。採取直後に氷水で冷却し、その後-80℃の冷凍庫で保存した。

また、無毒のクサフグ稚魚は江の島で採取したクサフグの卵を研究室で孵化さ

せて育成した 11 個体を試料とした。 

 

2.2.1.3 オキナワフグおよびツムギハゼ 

2022 年 6 月に沖縄県名護市で採取したオキナワフグ 9 個体およびツムギハゼ

10 個体を試料とした。ただし、採取後 1 か月程度無毒環境下で飼育し実験室内

の環境に馴致させて実験に使用した。 

 

2.2.2 飼育実験 

各個体をプラスチックケース（17.3×11.8×11.7 cm）に収容し、1 日馴致させ

た。その後、それぞれ 1 個体ずつにオオツノヒラムシの卵板を飽食量与え、TTX

類が魚体の組織中へ十分に蓄積するように摂餌後 1 週間人工飼料を与えて飼育

し、氷冷麻酔した後に分析まで- 80℃で冷凍保存した。 

 

2.2.3 TTXs の検出 

2.2.3.1 TTXs の抽出 

組織片および卵板は第 2 章第 2 節と同様に TTXs の抽出に供した。 

 

2.2.3.2 TTXs の精製 

抽出液は前節と同様に TTXs の精製に供した。 
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2.2.3.3 LC-MS 分析 

抽出液は前節と同様に LC-MS 分析に供した。 

 

2.3 結果 

2.3.1 オオツノヒラムシ卵を摂餌したクサフグ稚魚の保有する TTXs 

沖縄本島で採取された天然のクサフグ、実験室で毒化させたクサフグ、毒化前

の無毒のクサフグおよび餌として使用したオオツノヒラムシの卵板の TTX およ

びその類縁化合物の定性解析の結果、人為的に TTX を投与したクサフグが短期

間で毒化し、その TTX および類縁化合物が沖縄本島で採取された天然個体とよ

く一致していることが示された（Fig. 9）。人工孵化後、人工飼料のみを与えて

育てたクサフグは TTX およびその類縁化合物を保有していなかったが、人為的

に毒化させた個体からは TTX、5,6,11-trideoxyTTX、5-deoxyTTX、11-deoxyTTX

および 11-norTTX-6(S)-ol が検出されたが、dideoxyTTX 類は検出されなかった。 

 

2.3.2 オオツノヒラムシ卵を摂餌したオキナワフグの保有する TTXs 

沖縄本島で採取されたオキナワフグおよび同地点で採取後にオオツノヒラム

シの卵を摂餌させた個体の保有する TTX およびその類縁化合物の定性解析の結

果、天然個体からは TTX、5,6,11-trideoxyTTX、11-deoxyTTX、6-deoxyTTX およ

び 11-norTTX-6(S)-ol が検出された（Fig. 10）。一方、オオツノヒラムシを摂餌さ

せた個体からは、上記の TTX 類縁化合物に加え、6,11-dideoxyTTX が検出され

た。また、オオツノヒラムシを摂餌させた個体では、全ての TTX 類縁化合物の

検出強度が天然個体と比較して高かった。 
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2.3.3 オオツノヒラムシ卵を摂餌したツムギハゼの保有する TTXs 

沖縄本島で採取されたツムギハゼおよび同地点で採取後にオオツノヒラムシ

の卵を摂餌させた個体の保有する TTX およびその類縁化合物の定性解析の結果、

天然個体からは TTX、5,6,11-trideoxyTTX、5-deoxyTTX、11-deoxyTTX および 11-

norTTX-6(S)-ol が検出された（Fig. 11）。一方、オオツノヒラムシを摂餌させた個

体からは、上記の TTX 類縁化合物に加え、6,11-dideoxyTTX が検出された。同一

個体を使用しているわけではないため、一概には言えないものの、ツムギハゼで

はオキナワフグのように全ての TTX 類縁化合物の検出強度が高くなるわけでは

なく、明確な変化があったのは deoxyTTX 類のみであり、その他の TTX 類縁化

合物には顕著な差は確認されなかった。 

 

2.4 考察 

前節の結果より、Planocera sp.とオオツノヒラムシがともに高濃度の TTX を

保有し、その類縁化合物の組成の類似性が見出された。本州近海におけるオオツ

ノヒラムシと同様に（Itoi et al., 2018; Okabe et al., 2019; Okabe et al., 2021）、琉球

列島近海で Planocera sp.が TTX 保有生物への供給源となっている可能性が示唆

されているが、その生態や生息域周辺における資源量などは謎に包まれており、

安定的に捕獲する手段は確立されていない。 

本節において、クサフグに対してオオツノヒラムシの卵板を摂餌させ、保有す

る TTX および類縁化合物の組成への影響を検討した結果、人為的に TTX を投

与されたクサフグの TTX および類縁化合物組成は天然個体とよく一致していた。

本節で使用した天然環境下のクサフグにおいては、TTX および 5,6,11-

trideoxyTTX のシグナル強度が高く、そのほかの類縁化合物として 11-norTTX-

6(S)-ol、11-deoxyTTX などが検出されているもののどれも強度は高くなかった。
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これに対して人為的に毒化させたクサフグにおいては、同様に TTX および

5,6,11-trideoxyTTX のシグナル強度が高いことに加え、そのほかの類縁化合物の

組成はオオツノヒラムシの卵板の組成を反映した。検出されている TTX および

類縁化合物組成に大きな乖離はなく、短期間で大量の TTX を蓄積した点からみ

ても、沖縄本島で採取された天然環境下の個体と類似した組成を保有するに至

ったと考えられる。無毒クサフグにオオツノヒラムシの卵板を与えることで、沖

縄本島の天然クサフグの毒化をシミュレーションできる可能性が示唆された。 

続いて、同様の手法を用いて琉球列島近海に生息する他の TTX 保有生物の毒

化に Planocera sp.が果たす役割を検討した。供試魚として沖縄本島近海で採取さ

れたオキナワフグとツムギハゼを使用した。ツムギハゼにおいては、採取後 1 か

月程度無毒環境下で飼育することで TTX が排出され、TTX 量が減少することが

報告されているため（Tatsuno et al., 2022）、本節においても採取後 1 か月程度無

毒環境下で飼育してからオオツノヒラムシの卵板を投与した。結果として、オキ

ナワフグでは、クサフグと同様に TTX、5,6,11-trideoxyTTX のシグナル強度が強

化され、そのほかの TTX 類縁化合物はオオツノヒラムシの卵板の組成を反映し

た。対してツムギハゼでは様々な TTX 類縁化合物を高濃度に含有しているオオ

ツノヒラムシの卵板を摂餌したにもかかわらず、deoxyTTX 類以外の TTX 類縁

化合物組成に大きな変化は見られなかった。ツムギハゼはフグ類と比べて TTX

の排出速度が早く、保持能力が低いことが報告されている（Tatsuno et al., 2022）。

TTX を保有する餌生物の類縁化合物が排出されてしまったことで、その組成が

ツムギハゼの TTX および類縁化合物組成に反映されていないように見えている

可能性が考えられる。ツムギハゼの TTX およびその類縁化合物組成は地域差が

大きいことが報告されており（Ito et al., 2022）、TTX の蓄積機構がフグ類とは異

なっている可能性が示唆された。  
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第 4 章 TTX 保有ヒラムシの毒化に関する要因の探索 

 

第 1 節 オオツノヒラムシの性成熟に伴う毒性の変化 

1.1 目的 

第 3 章までの結果から、Planocera sp.がオオツノヒラムシに匹敵する量の TTX

を保有しており、それぞれの TTX およびその類縁化合物組成が似通っているこ

とが示唆された。また、琉球列島近海に生息する TTX 保有生物の毒化を、オオ

ツノヒラムシを餌生物として用いることによってシミュレーションできる可能

性が示唆されたことからも、Planocera sp.とオオツノヒラムシの生態の類似性が

明らかになっていると考えられる。 

ヒラムシ類においては、ニュージーランドのウミフクロウの毒化に

Stylochoplana 属のヒラムシが関与していることや、台湾の陸上養殖場でのトラ

フグの毒化に Stylochus 属のヒラムシが関与していることなどが報告されている

（Lin et al., 1998; Salvitti et al., 2015a, b）。海洋環境において重要な地位の生物で

あると考えられるようになりつつあるヒラムシ類だが、その TTX の保有の有無

や毒性に関してはいくつかの報告がある（Miyazawa et al., 1986; Tanu et al., 2004; 

Salvitti et al., 2015a, b）。一方で、ヒラムシ類の生態に着目した低次の生物群間で

の TTX の動態や、高次の捕食者との関係性に関する知見は乏しい。これらのこ

とから、当該生物群における TTX の動態を調査することは、水産資源の安全な

流通に寄与するだけでなく、低次の生物群間での TTX の動態解明およびフグ類

の毒化機構の一端を解明する上で重要な知見となるものと考えられる。 

近年の研究では、クサフグやアカザラガイの毒化にオオツノヒラムシが関与

していることが明らかにされており（Itoi et al., 2018; Okabe et al., 2019; Okabe et 

al., 2021）、TTX 保有生物の毒化にヒラムシ類が重要な役割を果たしているとの
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説が特に強化されている。そこで本研究では、ヒラムシ類の中でも特に高い毒性

を示し、日本列島近海においてに豊富な資源量が確認されているオオツノヒラ

ムシに着目し、その生態および TTX の動態解明に取り組むことで、琉球列島近

海に生息する低次の生物群やフグ類の TTX 蓄積機構の一端を解明することを目

的とした。 

 

1.2 試料および方法 

1.2.1 試料 

本節で使用したオオツノヒラムシは 2016 年 2 月～2017 年 2 月にかけて第 3 章

第 2 節と同じ地点で採取した。その後、第 3 章第 2 節と同様の方法で外部形態

を観察後、写真を撮影した。すべての個体は撮影後重量を測定し-30°C で冷凍保

存した。 

 

1.2.2 生殖腺発達段階の判別 

採取した個体を、貯精嚢が発達している個体、貯精嚢の有無にかかわらず受精

嚢が発達している個体、どちらも発達していない個体に分別した。それらの個体

は Yamada et al.（2017）の報告に倣い、体表腹側から観察した貯精嚢および受精

嚢の面積の体表面積に対する比率を便宜上の gonadsomatic index（GSI）として数

値化した。画像解析には ImageJ（NIH, USA）を使用した。 

 

1.2.3 TTXs の検出 

1.2.3.1 TTXs の抽出 

組織片は第 2 章第 2 節と同様に TTXs の抽出に供した。 
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1.2.3.2 LC-MS/MS 分析 

組織片は第 2 章第 2 節と同様に LC-MS/MS 分析に供した。 

 

1.3 結果 

1.3.1 天然環境下での生殖腺発達状況 

2016 年 2 月から 1 年間かけて得られたオオツノヒラムシの生殖腺発達段階を

月毎に集計したところ、貯精嚢発達個体の比率が最も高くなったのは 3 月で

94.3%であった。それに対して、受精嚢発達個体の比率が最も高くなったのは 6

月で 66.6%であり（Fig. 12）、雄性先熟であることが確認された。 

 

1.3.2 体重の変化 

貯精嚢発達期から受精嚢発達期（1～7 月）にかけてオオツノヒラムシの体重

は Fig. 13 のように変動した。貯精嚢発達個体の体重がピークに達したのは 4 月

で、受精嚢発達個体の体重がピークに達したのは 5 月であった。受精嚢発達期

（4～7 月）のオオツノヒラムシの体重を生殖腺の発達段階ごとに検討した結果、

貯精嚢発達個体、受精嚢発達個体および未発達もしくは産卵後個体ではそれぞ

れ 3.81 ± 1.07 g、2.97 ± 1.04 g および 1.94 ± 0.40 g となり、それぞれの間に有意な

差が認められた（ANOVA, P < 0.05; Fig. 14）。 

 

1.3.3 TTX 濃度の変化 

貯精嚢発達期から受精嚢発達期（1～7 月）にかけてオオツノヒラムシの TTX

濃度は Fig. 15 のように変動した。すなわち、貯精嚢発達個体の TTX 濃度がピー

クに達したのは 3 月であったが、受精嚢発達個体の TTX 濃度がピークに達した

のは 5 月であった。受精嚢発達期（4～7 月）のオオツノヒラムシの TTX 濃度を

生殖腺の発達段階ごとに検討した結果、貯精嚢発達個体、受精嚢発達個体および
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未発達もしくは産卵後個体ではそれぞれ 142 ± 62.9 µg/g、280 ± 232 µg/g および

134 ± 45 µg/g となり、それぞれの間に有意な差が認められた（ANOVA, P < 0.05; 

Fig. 16）。 

 

1.3.4 1 個体あたりの TTX 量の変化 

貯精嚢発達期から受精嚢発達期（1～7 月）にかけてオオツノヒラムシの 1 個

体あたりの TTX 量は Fig. 17 のように変動した。貯精嚢発達個体 1 個体あたりの

TTX 量がピークに達したのは 4 月であったが、受精嚢発達個体 1 個体あたりの

TTX 量がピークに達したのは 5 月であった。受精嚢発達期（4～7 月）のオオツ

ノヒラムシ 1 個体あたりの TTX 量を生殖腺の発達段階ごとに検討した結果、貯

精嚢発達個体、受精嚢発達個体および未発達もしくは産卵後個体では、それぞれ

590 ± 379 µg、851 ± 817 µg/g および 255 ± 90 µg/g となり、それぞれの間に有意

な差が認められた（ANOVA, P < 0.05; Fig. 18）。 

 

1.3.5 Gonadosomatic index（GSI）の変化 

貯精嚢発達期から受精嚢発達期（1～7 月）にかけてオオツノヒラムシの貯精

嚢および受精嚢を指標とした GSI は Fig. 19 のように変動した。貯精嚢は 1 月～

6 月の個体において確認され、GSI がピークに達したのは 4 月であった（1.53 ± 

0.64%）。受精嚢は 4 月～6 月に確認され、GSI がピークに達したのは 5 月であっ

た（1.67 ± 0.95%）。また、Total GSI がピークに達したのは 4 月であった（1.86 ± 

0.87%）。 

1.4 考察 

オオツノヒラムシにおいて、その毒性の高さや組織への局在に関してはいく

つかの報告がある（Miyazawa et al., 1986, 1987; Yamada et al., 2017）一方で、その
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生態に着目した長期的な TTX の動態に関する報告は非常に少ない。グアムで発

見された新種の Planocera 属のヒラムシでは巻貝類などを捕食するために TTX

を用いており、捕食後 1 日目ではヒラムシの毒性が減少するが、8 日後には 1 日

目よりも有意に高い毒性を示すことが報告されている（Ritson-Wiliams et al., 

2006）。また、オオツノヒラムシの TTX の蓄積が体重依存的であること、そし

て、産卵期（4～7 月）にはそれ以外の期間と比較しても有意に TTX 量が高いこ

とが報告されている（Yamada et al., 2017）。 

本研究では、産卵期におけるオオツノヒラムシの TTX 蓄積がどのような要素

と関連しているのかを調査した。その結果、産卵期のオオツノヒラムシは受精嚢

の発達に伴い急激に TTX 濃度を上昇させることが明らかとなった。一方で、産

卵準備期のオオツノヒラムシは貯精嚢を発達させるが、その際の毒性の変動は

受精嚢発達期のそれと比較しても低いものであり、そこに関係性は見出せない。

以上の結果から、生殖腺が未発達の時期から貯精嚢発達期にかけて体重依存的

に TTX を蓄積したオオツノヒラムシは、産卵期に入ると受精嚢の発達に伴い急

激にその TTX 濃度を上昇させているものと考えられる。 

年間を通して高い毒性を示すオオツノヒラムシの産卵期の急激な TTX 蓄積が、

受精嚢の発達に伴って生じることが分かり、オオツノヒラムシの TTX 動態の一

部が明らかとなった。しかし本章の結果からは、産卵期のオオツノヒラムシの

TTX 蓄積が餌生物などの外的要因によるものなのか、共生細菌による産生やオ

オツノヒラムシ自身による生合成などの内的要因によるものなのかを検討でき

ないことに加え、オオツノヒラムシの卵板に関わる TTX の動態に関する知見も

未だに不足している。今後、オオツノヒラムシがどのように TTX を獲得し、利

用し、そして授受しているのかを明らかにすることは、TTX を保有する低次の

生物群と高次の生物群の間にある関係性や、海洋環境における TTX の循環を解
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明する上で重要な知見になると考えられる。そのためにも、依然として不明な点

が多く残されるオオツノヒラムシの生活環における TTX の動態を早急に解明す

ることが求められる。 

 

第 2 節 バイオプシー飼育実験による受精嚢発達期の TTX 保有量推定 

2.1 目的 

第 1 節の結果から、オオツノヒラムシの受精嚢の発達が TTX 蓄積に関与して

いる可能性が示唆された。しかし、オオツノヒラムシ体内の TTX 量が上昇する

要因が、TTX を保有する餌生物を捕食することなどの外的要因によるものなの

か、オオツノヒラムシの腸管内等に共生する TTX 産生細菌によるもの、もしく

はオオツノヒラムシ自身による TTX の生合成という内的要因によるものなのか、

という点については判断できない。そのため、オオツノヒラムシの TTX の蓄積

に及ぼす要因を検討するために、オオツノヒラムシを個体識別し TTX 量の変動

を継続的に観察することのできる技術を確立する必要が生じた。過去にはウミ

フクロウの毒性を継続的に観察する目的で、バイオプシーを用いた飼育実験を

行った研究例があった（Khor et al., 2013）。オオツノヒラムシが扁形動物であり、

プラナリアと同様に体組織の再生能力を有することからも、ある程度の裂傷に

耐性がある可能性が考えられる。これらのことから、本章ではオオツノヒラムシ

の保有する TTX を非致死的に観察する技術の確立とオオツノヒラムシの TTX

蓄積に及ぼす要因を検討することを目的とした。 

 

2.2 試料および方法 

2.2.1 試料 

本節で使用したオオツノヒラムシ 60 個体は第 4 章第 1 節と同じ地点で採取し
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た。 

 

2.2.2 飼育実験 

 オオツノヒラムシ 60 個体の外部形態を記録し、プラスチック製容器に 1 個体

ずつ隔離した。飼育期間中は、植食性であり TTX の検出事例のないイシダタミ

ガイ Monodonta confuse を餌として与えて飼育した。また、飼育水は 20℃の人工

海水を用い、外部からオオツノヒラムシへの TTX の供給要因となるものは極力

排除した。飼育中は月に一度体重を記録し、分析のために個体外縁部の毎回同じ

部位の体組織を 0.2 g 程度採取した。採取した組織片は-30°C で冷凍保存した。

また、飼育期間中に産卵された卵板は回収し、組織片と同様に-30°C で冷凍保存

した。 

 

2.2.3 TTXs の検出 

2.2.3.1 TTXs の抽出 

組織片および卵板は第 2 章第 2 節と同様に TTXs の抽出に供した。 

 

2.2.3.2 LC-MS/MS 分析 

組織片および卵板は第 2 章第 2 節と同様に LC-MS/MS 分析に供した。 

 

2.3 結果 

2.3.1 オオツノヒラムシ個体の TTX 量の変化 

飼育したオオツノヒラムシの TTX 保有量は Fig. 20 のように変動した。飼育し

たオオツノヒラムシの TTX 保有量は 4 月をピーク（1,265 ± 549 µg）に徐々に減

少していた。本研究において得られたデータの信頼性を検討するべく、同時期に

天然環境下から採取されたオオツノヒラムシの TTX 保有量と比較すると同レベ
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ルで推移した。 

 

2.3.2 オオツノヒラムシの体重および産卵回数の変動 

産卵期のオオツノヒラムシの体重変動と産卵回数を月毎に示した。5 月の産卵

回数は 6.52 ± 4.48 回/個体、6 月の産卵回数は 6.57 ± 4.57 回/個体、7 月の産卵回

数は 2.33 ± 1.22 回/個体であったのに対し、体重は 4 月をピーク（2.64 ± 1.38 g）

に減少し続けた（Fig. 21）。また、体重および産卵回数をそれぞれ月毎に比較す

るとこれらの間には有意な差が検出された（ANOVA, P < 0.05）。 

 

2.3.3 産卵経験の有無による TTX 量の差 

5 月時点で飼育していたオオツノヒラムシをそれまでの産卵経験の有無に分

けて TTX 保有量を比較した（Fig. 22）。その結果、産卵経験のない個体は 1,653 

± 1,177 µg、産卵経験のある個体は 908 ± 761 µg であり、産卵経験のない個体の

方が有意に高かった（Student t-test, P < 0.05）。 

 

2.3.4 産卵時に供給される TTX 量 

オオツノヒラムシ個体の TTX 量、産卵回数、卵板の総 TTX 量を合算して、オ

オツノヒラムシが一回の産卵によって卵板に供給する TTX 量と個体に対する比

率を算出した（Fig. 23）。卵板 1 個の TTX 量は 7 月に最も高い値を示し（280 ± 

96 µg）、6 月に最も低い値を示した（203 ± 119 µg）。それに対して比率は 5 月

（11.4 ± 5.39%）に最も低い値を示し、6 月（14.3 ± 8.93%）から 7 月（32.9 ± 16.8%）

にかけて急激に上昇していた（ANOVA, P < 0.05; Fig. 24）。 
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2.3.5 オオツノヒラムシの TTX 増加量 

オオツノヒラムシの卵板の総 TTX 量と、産卵前後の個体の TTX 保有量を用

いてオオツノヒラムシの TTX 蓄積量を算出した（Fig. 23）。4 月に蓄積した TTX

量は 945 ± 638 µg、5 月に蓄積した TTX 量は 1,207 ± 1,621 µg、6 月に蓄積した

TTX 量は 588 ± 1,184 µg、7 月に蓄積した TTX 量は 291 ± 515 µg であった。ま

た、これらの間には有意な差が検出された（ANOVA, P < 0.05; Fig. 25）。 

 

2.4 考察 

オオツノヒラムシにおいて、その毒性の高さや組織への局在に関してはいく

つかの報告がある（Miyazawa et al., 1986, 1987; Yamada et al., 2017）。一方で、そ

の生態に着目した長期的な TTX の動態に関する報告は少ない。また、グアムで

発見された新種の Planocera 属のヒラムシでは巻貝類などを捕食するためにそ

の TTX を用いていることが報告されているが（Ritson-Wiliams et al., 2006）、オオ

ツノヒラムシが TTX を保有する要因や用途に関しては不明な点が非常に多く残

されている。 

本章において、オオツノヒラムシの TTX 蓄積と、産卵期の受精嚢の発達の関

連性が示唆されたため、本節ではオオツノヒラムシの TTX 動態に関する非致死

的な技術の開発に加え、オオツノヒラムシの TTX 蓄積に及ぼす要因を検討した。

過去に報告されているウミフクロウに対するバイオプシーを用いた飼育実験

（Khor et al., 2014）を参考に、扁形動物であり体組織の再生能を期待できるオオ

ツノヒラムシにおいて同様の飼育実験を行った。 

その結果、オオツノヒラムシの体組織外縁から保有する総 TTX 量を推定する

ことが可能であった。TTX を保有している可能性のある餌生物に接触しない環

境下で飼育した結果、天然環境下のオオツノヒラムシと同様に産卵期に TTX 保
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有量がピークを迎え、その標準偏差は天然環境下のオオツノヒラムシのそれと

比較し減少傾向にあった。天然環境下では毎月別個体を用いて測定しているの

に対し、本実験が同一個体を継続的に観察していること、そして飼育環境の水温

が一定（20°C）であることなどが要因として考えられる。 

また、産卵は 5 月から 7 月にかけて確認され、6 月に最も多くの卵板を回収し

た。体重は 4 月以降に減少し続けていたことから、産卵によってエネルギーを

消耗し、それに伴い縮小したものと考えられる。それを検証するために、産卵の

ピークである 5 月に産卵経験の有無によって TTX 保有量を比較した。その結果、

産卵未経験の個体では、産卵経験のある個体と比べて有意に TTX 保有量が高か

ったことからも、産卵によって TTX を放出し、それに伴って体重が減少するこ

とを示唆している。また、本実験で回収した卵板の平均 TTX 濃度は 3,330 ± 1,579 

µg/g であった。親個体のそれと比較しても非常に高い値であり、既報の論文

（Miyazawa et al., 1987）とも矛盾しない。オオツノヒラムシの卵板の TTX 量は

産卵期の前期後期を問わず高水準であったが、オオツノヒラムシ個体の TTX 量

に対する比率は 7 月に大きく上昇していた。これは、卵板に供給される TTX 量

が一貫して高水準であるのに対して、産卵したオオツノヒラムシ個体は縮小に

伴い体重および保有 TTX 量が減少したことによるものと考えられる。 

これらの結果から、産卵期のオオツノヒラムシにおける TTX の蓄積が、産卵

による TTX の垂直供給を目的としたものであることが示唆された。そしてその

TTX の蓄積は餌生物などのような外的要因によるものではなく、共生細菌によ

る産生やオオツノヒラムシ自身による生合成などの内的要因によるものである

ことが示唆された。また、オオツノヒラムシ個体の TTX 保有量と卵板の総 TTX

量から算出した 1 ヶ月間の TTX の増加量は 860 ± 1,236 µg で、月別に見ると産

卵のピークである 5 月に最も高い値を示した。個体によっては自身の TTX 保有
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量に匹敵する量を 1 ヶ月間のうちに蓄積していることからも、その蓄積能力が

非常に高いものであることを示している。 

本節において、オオツノヒラムシの TTX 蓄積とそれに及ぼす要因が内的なも

のである可能性が示唆された。しかし、本節の成果からはオオツノヒラムシが生

殖腺の発達前から TTX を蓄積しているとする既報の説をすべて包括することが

できない。オオツノヒラムシが TTX を保有する低次生物群と高次生物群をつな

ぐ上で、占めている役割を明らかにするためにも、オオツノヒラムシの貯精嚢発

達期、生殖腺未発達期の TTX 蓄積についても、更なる調査が必要である。 

 

第 3 節 バイオプシー飼育実験による貯精嚢発達期の TTX 保有量推定 

3.1 目的 

前節において、受精嚢発達期にかけてのオオツノヒラムシの TTX 蓄積が、産

卵による TTX の垂直供給を目的としたものである可能性に加え、受精嚢発達期

のオオツノヒラムシの TTX 蓄積が、餌生物に依存しない内的要因によるもので

ある可能性が示唆された。そこで本節では、貯精嚢発達期の TTX 蓄積に着目し

て前節と同様の飼育実験を実施し、貯精嚢発達期の TTX 蓄積にかかわる要因を

検討することを目的とした。 

 

3.2 試料および方法 

3.2.1 試料 

本節で使用したオオツノヒラムシ 10 個体は 2019 年 12 月に第 4 章第 1 節と同

じ地点で採取した。また、採取時点の TTX 量を測定するためオオツノヒラムシ

を背面から見た時の右上縁付近（以下 a とする）と左下縁付近（以下 b とする）

の一部をコルクボーラーで打ち抜き、TTX 定量用として採取した（Fig. 26）。 
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3.2.2 飼育実験 

前節と同様、オオツノヒラムシ 10 個体の外部形態を記録し、プラスチック製

容器に 1 個体ずつ隔離・収容した。飼育期間中は、植食性であり TTX の検出事

例のないイシダタミガイを餌として与えて飼育した。また、飼育水は人工海水を

用い、外部からオオツノヒラムシへの TTX の供給要因となるものは極力排除し

た。また、1 週間に 1 度、オオツノヒラムシの成熟度合いと大きさ、体重の変化

を確認するために表裏の写真撮影と重量を測定し、その変化も記録した。所属研

究室の先行研究にもとづき、飼育時の水温が低い場合、性成熟および産卵が遅れ

ることが明らかになったことから、本研究では受精嚢に TTX 濃度の高い卵母細

胞が蓄積して TTX 濃度が偏ることを避けるため、外部冷却装置を用いて 12℃に

設定し、性成熟を可能な限り遅らせた。 

体組織の採取は飼育開始時および飼育終了時の 2 回実施した。オオツノヒラ

ムシが性成熟して受精嚢に卵母細胞が蓄積するタイミングで飼育終了とし、飼

育終了とした個体は、保有 TTX 量を比較するため、飼育前に採取した部分と同

じ部分の体組織を採取し、飼育開始時の体組織と同様に分析まで- 30℃で冷凍保

存した。 

 

3.2.3 TTXs の検出 

3.2.3.1 TTXs の抽出 

組織片は第 2 章第 2 節と同様に TTXs の抽出に供した。 

 

3.2.3.2 LC-MS/MS 分析 

組織片は第 2 章第 2 節と同様に LC-MS/MS 分析に供した。 
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3.3 結果 

3.3.1 オオツノヒラムシ個体の成長率 

12 月から 4 月までの 85 日間無毒の餌を与えて飼育したオオツノヒラムシは

全て生存し、その体重は個体番号1～10全ての個体で増加した（Table 2、Fig. 27）。

その間に体重は 2.36 ± 0.4 g から 4.95 ± 1.06 g に有意に増加した。特に個体番号

8～10 では大幅な体重の増加がみられ、飼育開始時と飼育終了後の体重を比較す

ると 2.58～3.42 倍に増加していた。 

 

3.3.2 TTX 量と TTX 濃度の変化 

採取したオオツノヒラムシの体組織の 1 部から得られた TTX 量および TTX

濃度の飼育実験前後での変化をまとめた（Table 3、Fig. 28）。飼育開始時の個体

の a 部分の TTX 量、b 部分の TTX 量、a 部分の TTX 濃度、b 部分の TTX 濃度

は、それぞれ 230.0 ± 117.7 µg、246.9 ± 93.6 µg、96.3 ± 41.5 µg/g、106.8 ± 41.5 µg/g

であった。一方、飼育終了後の個体の a 部分の TTX 量、b 部分の TTX 量、a 部

分の TTX 濃度、b 部分の TTX 濃度は、それぞれ、6,643.1 ± 3,214.3 µg、6,507.2 ± 

2,596.9 µg、1,397.8 ± 778.5 µg/g、1,341.7 ± 534.1 µg/g であり、飼育開始時の個体

と飼育終了後の個体では、それぞれの間でいずれも有意差が認められた（Student 

t-test, P < 0.05）。また、飼育実験前後のどちらにおいても、採取した a 部分と b

部分の間に有意差は見られなかった。 

 

3.4 考察 

 本節において、オオツノヒラムシの貯精嚢発達期の TTX 蓄積にかかわる要因

を検討したところ、無毒環境下で飼育しているにもかかわらずオオツノヒラム

シの保有する TTX 量および濃度が有意に増加していることが明らかとなった。
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本節では、貯精嚢の発達前から受精嚢の発達し始める時期までを飼育期間とし

ており、受精嚢の発達に伴って急激に毒化するとする第 1 節のデータとも矛盾

しない結果といえる。引き続き、生殖腺未発達期の TTX 蓄積を検討することで、

オオツノヒラムシ生活環全体での TTX 蓄積にかかわる要因を検討していく必要

がある。 

 

第 4 節 バイオプシー飼育実験による生殖腺未発達期の TTX 保有量推定 

4.1 目的 

前節までの結果から、受精嚢発達期にかけてのオオツノヒラムシの TTX 蓄積

が、産卵による TTX の垂直供給を目的としたものであり、受精嚢の発達とあわ

せて急激に TTX を蓄積することが明らかとなった。そこで本節では引き続き生

殖腺未発達期の TTX 蓄積に着目した前節と同様の飼育実験を実施し、生殖腺発

達前のオオツノヒラムシの TTX 蓄積にかかわる要因を検討することを目的とし

た。 

 

4.2 試料および方法 

4.2.1 試料 

本節で使用したオオツノヒラムシ 8 個体は、2020 年 8 月に第 4 章第 1 節と同

じ地点で採取した。また、前節と同様に採取時点の TTX 量を測定するためオオ

ツノヒラムシの背面 a および b の 2 ヶ所をコルクボーラーで打ち抜き、TTX 定

量用として採取した（Fig. 26）。 

 

4.2.2 飼育実験 

前節と同様、オオツノヒラムシ 8 個体の外部形態を記録し、プラスチック製

容器に 1 個体ずつ隔離した。飼育期間中は、植食性であり TTX の検出事例がな
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いイシダタミガイを餌として与えて飼育した。また、飼育水は 20℃の人工海水

を用い、外部からオオツノヒラムシへの TTX の供給要因となるものは極力排除

した。体組織の採取は飼育開始時および飼育終了時の 2 回実施した。オオツノ

ヒラムシが性成熟し貯精嚢が発達するタイミングで飼育終了とし、飼育終了と

した個体は、保有 TTX 量を比較するため、飼育前に採取した部分と同じ部分の

体組織を採取し、飼育開始時の組織片と同様に分析まで- 30℃で冷凍保存した。 

 

4.2.3 TTXs の検出 

4.2.3.1 TTXs の抽出 

組織片は第 2 章第 2 節と同様に TTXs の抽出に供した。 

 

4.2.3.2 LC-MS/MS 分析 

組織片は第 2 章第 2 節と同様に LC-MS/MS 分析に供した。 

 

4.3 結果 

4.3.1 オオツノヒラムシ個体の成長率 

8 月から翌年 1 月までの 149 日間無毒の餌を与えて飼育したオオツノヒラム

シは全て生存し、その間に体重が 0.33 ± 0.11 g から 3.09 ± 0.64 g に有意に増加し

た（Table 4）。 

 

4.3.2 TTX 量と TTX 濃度の変化 

8月に採取したオオツノヒラムシのTTX保有量は 377.9 ± 215.5 µgから、8,142.3 

± 3,642.7 µg に有意に増加した（Student t-test, P < 0.05）。加えて TTX 濃度も 1,090.3 

± 392.6 µg/g から 2,549.8 ± 837.7 µg/g に有意に増加した（Student t-test, P < 0.05; 

Fig. 29）。 
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4.4 考察 

本節において、オオツノヒラムシの生殖腺未発達期の TTX 蓄積にかかわる要

因を検討したところ、無毒環境下で飼育しているにもかかわらずオオツノヒラ

ムシの保有する TTX 量および濃度において有意に増加していることが明らかと

なった。本節では、生殖腺の未発達時期から貯精嚢の発達し始める時期までを飼

育期間としており、特に TTX 濃度の変化は受精嚢発達期の急激な変化と比較す

ると小さい。Yamada et al.（2017）の先行研究や前節までの結果から考えても、

生殖腺の未発達時期には体サイズ依存的に TTX を蓄積するとする説と矛盾しな

い結果であるといえる。 

 前節までの結果を踏まえると、オオツノヒラムシは生殖腺が未発達の時期か

ら貯精嚢発達期にかけて体重依存的に TTX を蓄積し、産卵期に入ると受精嚢の

発達に伴い急激に TTX を体内に蓄積させているものと考えられ、そのどちらも

餌生物に由来しない内的要因による蓄積であると考えられる。 

 

第 5 節 個体群単位の飼育実験による生殖腺未発達期の TTX 保有量変化 

5.1 目的 

前節までの結果から、受精嚢発達期にかけてのオオツノヒラムシの TTX 蓄積

が、産卵による TTX の垂直供給を目的としたものであり、受精嚢の発達とあわ

せて急激に TTX を蓄積することが明らかとなった。そこで本節ではオオツノヒ

ラムシを個体ごとではなく個体群単位で無作為に分析対象個体を選択すること

で、小さいサイズから飼育することによる天然環境時の影響を極力小さくし、飼

育開始時と飼育終了時の保有TTXおよびTTXの類縁化合物の一つである 5,6,11-
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trideoxyTTX の変化を調べることで、オオツノヒラムシにおける TTX 類の蓄積

機構に関するさらなる知見を得ることを目的とした。 

5.2 試料および方法 

5.2.1 試料 

本節で使用したオオツノヒラムシ幼体は、2021 年 8 月に第 4 章第 1 節と同地

点で採取した。また、採取時点の保有 TTX およびその類縁化合物である 5,6,11-

trideoxyTTX 量を確認するため 5 個体を無作為に選択し、TTX および 5,6,11-

trideoxyTTX の定量を行った。残りの個体は第 4 節と同様に無毒環境下における

飼育実験に使用した。 

 

5.2.2 飼育実験 

8 月に第 2 章第 1 節と同地点で採取したオオツノヒラムシをプラスチックケ

ース（15 cm W × 10 cm L × 10 cm H）に 5～6 個体収容し、餌は前節と同様にイ

シダタミガイとした。飼育開始初期段階ではオオツノヒラムシの体サイズが小

さかったため、イシダタミガイを細かく刻んで食べやすいサイズにカットし、給

餌した。また、水温は室温である約 20℃に設定し、過密飼育とならないように

スペースに余裕を持たせた。オオツノヒラムシが成熟し、受精嚢に卵母細胞が蓄

積する直前で飼育を終了した。飼育を終了した個体は回収し、保有 TTX および

5,6,11-trideoxyTTX 量を比較するため、分析まで- 30℃で冷凍保存した。 

 

5.2.3 TTXs の検出 

5.2.3.1 TTXs の抽出 

組織片は第 2 章第 2 節と同様に TTXs の抽出に供した。 
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5.2.3.2 LC-MS/MS 分析 

組織片は第 2 章第 2 節と同様に LC-MS/MS 分析に供した。 

 

5.3 結果 

採取したオオツノヒラムシは、8 月から 182 日間無毒の餌を与えて飼育し、そ

の体重は 0.2 ± 0.07 g から 1.41 ± 0.48 g に増加した。個体ごとの TTX および 5,6,11-

trideoxyTTX 濃度は、それぞれ 255.1 ± 119.9 µg/g から 106.3 ± 27.6 µg/g および

154.8 ± 72.8 µg/g から 130.5 ± 44.2 µg/g と変化していたものの有意差は認められ

なかった。TTX および 5,6,11-trideoxyTTX 保有量は 44.3 ±  8.1 µg から 152.6 ± 

69.1 µg および 27.0 ± 6.1 µg から 189.7 ± 92.0 µg と有意に増加した（Student t-test, 

P < 0.05; Fig. 30）。 

 

5.4 考察 

TTX はフグ科魚類のみならず、様々な動物門の生物から検出されており

（Noguchi et al., 1982; Yotsu-Yamashita et al.,1992; Hwang et al., 1996）、Vibrio 属や

Pseudomonas 属などの海洋細菌を始まりとした食物連鎖によって生物濃縮され、

多くの TTX 保有生物の体内に蓄積するとされている（Noguchi et al., 1987; Simidu 

et al., 1987; Miyazawa and Noguchi, 2001; Noguchi et al., 2006; Noguchi and Arakawa, 

2008; Magarlamov et al., 2017）。しかし、これらの海洋細菌が産生する TTX 量は

ごくわずかであり、フグ類など多量の TTX を保有する生物では、海洋細菌以外

にも主要な TTX 供給源が存在することが考えられている。 

近年の研究で、クサフグが TTX を多量に保有するオオツノヒラムシの卵を摂

餌する行動が観察され、採取された天然個体の消化管内容物からはオオツノヒ

ラムシの DNA 断片が検出されている（Itoi et al., 2018; Okabe et al., 2019）。その
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他にも、台湾の陸上養殖場から微量の TTX を保有する Stylochus 属のヒラムシが

発見された事例や（Lin et al., 1998）、Stylochoplana 属のヒラムシがウミフクロウ

の毒化に関与していることが報告されている（Salvitti et al., 2015）。 

オオツノヒラムシを含むヒラムシ類の TTX の動態や TTX 類の蓄積機構につ

いては研究例が少なく、詳細は明らかになっていない。特に、オオツノヒラムシ

が体内に保有する TTX 量は膨大で、フグ科魚類と同様に海洋細菌が産生する

TTX 量だけではその量を説明できないとの指摘もある（Yamada et al., 2017）。 

琉球列島近海においては沖縄県石垣島および西表島の沿岸域で採捕されたオ

キナワフグおよびツムギハゼ稚魚の消化管内容物からオオツノヒラムシの COI

遺伝子と一致する配列が検出されていることから、オオツノヒラムシの生息が

示唆されているものの、我々のこれまでの調査の中でも TTX を保有するヒラム

シ類は発見されていなかった（Itoi et al., 2020; Ito et al., 2022）。しかし、本研究に

おいて新たに Planocera sp.の存在が明らかにされたことで、琉球列島近海におけ

る TTX の授受を解明するための重要な知見が得られたといえる。Planocera sp.

の生態や資源量については不明な点が多いものの、本研究において Planocera sp.

の保有する TTX およびその類縁化合物組成がオオツノヒラムシと類似している

ことが明らかとなった。 

前節までの結果として、ヒラムシ類の中でも特に高い毒性を示し日本列島近

海においてに豊富な資源量が確認されているオオツノヒラムシに着目し、その

生態および TTX の動態を検討したところ、オオツノヒラムシは生殖腺が未発達

の時期から貯精嚢発達期にかけて体重依存的に TTX を蓄積し、産卵期に入ると

受精嚢の発達に伴い急激に TTX を体内に蓄積させていることが明らかとなり、

またオオツノヒラムシの TTX 蓄積が餌生物に由来しない内的要因によるものと

示唆された。 
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本節においては、オオツノヒラムシを個体ごとではなく個体群単位で無作為

に分析対象個体を選択することで、体サイズの小さい時期に飼育することによ

る影響を抑える飼育実験を実施した。結果として、前節までと同様に、無毒の餌

のみを与えて飼育しても、TTX およびその類縁化合物である 5,6,11-trideoxyTTX

量は大幅に増加することが示唆された。対して、TTX および 5,6,11-trideoxyTTX

の濃度に関しては有意な変化が観察されなかった。前節までのバイオプシー飼

育実験においては実験前後で同一個体を測定できるが、本節の飼育実験におい

ては実験前後で異なる個体を測定することになるため、個体差によるデータの

ばらつきの影響を受けやすいと考えられるが、それを加味しても、オオツノヒラ

ムシが生殖腺未発達期から貯精嚢発達期にかけて体重依存的に TTX を蓄積する

とする既報のデータ（Yamada et al., 2017）と矛盾しないと考えられる。 

本章における大きな成果として、オオツノヒラムシが生殖腺の未発達時期か

ら貯精嚢発達期にかけて体重依存的に TTX を蓄積し、産卵期に入ると受精嚢の

発達に伴い急激に TTX を体内に蓄積させている（Fig. 31）点が明らかとなった

ことに加え、それらの TTX 蓄積が餌生物に由来しない内的要因による毒化であ

る点は、海洋環境における TTX 循環の解明において非常に重要な知見であると

考えられる。また、類似した TTX 組成を有している Planocera sp.においても同

様の生態および TTX 蓄積機構を有している可能性は否定できない。低次生物群

と高次生物群の TTX 循環において当該ヒラムシが果たす役割について、より詳

細な調査が望まれるところである。 
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第 5 章 総 括 

フグ食文化を持つわが国において、TTX の生合成機構、フグの毒化機構の解

明、あるいは海洋環境における TTX の循環経路を解明することは急務である。

しかし、これまでにフグ科魚類の毒性やその TTX の局在、生理機能やその他の

TTX 保有生物の探索およびその毒性などについては活発な研究が行われてきた

にもかかわらず、未だ TTX 保有生物における毒化機構や TTX 循環の全容は明

らかとなっていない（Miyazawa and Noguchi, 2001）。近年になって、オオツノヒ

ラムシの卵やミュラー幼生が高濃度の TTX を保有しており、体サイズ依存的に

TTX 量が増加させていることが明らかとなった（Yamada et al., 2017）。相模湾沿

岸ではクサフグがその生活史を通じてオオツノヒラムシを摂餌し TTX を蓄積し

ていること（Itoi et al., 2018; Okabe et al., 2019）、三陸沿岸のアカザラガイの毒化

にオオツノヒラムシが関与していることなどが明らかとなり（Okabe et al., 2021）、

オオツノヒラムシが本州近海の TTX 循環において非常に重要な存在であること

が示唆されている。しかし、琉球列島近海においてはオキナワフグやツムギハゼ

の消化管内容物からオオツノヒラムシのミトコンドリア DNA の COI 遺伝子の

部分配列が検出されておりその関与が示唆されているものの（Itoi et al., 2020; Ito 

et al., 2022）、オオツノヒラムシに匹敵するような高濃度の TTX を保有するヒラ

ムシ類は報告されていなかった。 

本研究の第 2 章において、琉球列島近海で発見された Planocera sp.の TTX 量

と TTX 濃度は、オオツノヒラムシのそれに匹敵することが明らかになった。産

卵期には大量の TTX を保有する可能性がある。資源量によっては琉球列島近海

の TTX 保有生物に対する TTX の供給者として重要な地位にあることが示唆さ

れる。現在、Planocera 属、Stylochoplana 属および Stylochus 属のヒラムシにおい

て TTX を保有することが報告されているが（Miyazawa et al., 1986; Lin et al., 1998; 
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Tanu et al., 2004; Salvitti et al., 2015a, b）、本研究において採取されたヒラムシを対

象とした系統解析により、Stylochoplana 属のヒラムシが Planocera 属と同じクラ

スターを形成した。また、TTX を保有しないオキヒラムシがその最外縁部に配

置されたことから、TTX 保有能を持つヒラムシが Planocera 属内の特定のクラス

ターに集中しており、それらの共通祖先が TTX 保有能を獲得した可能性が示唆

された。 

第 3 章では、Planocera sp.の保有する TTX およびその類縁化合物のクロマト

グラムが、オオツノヒラムシに類似していることが明らかとなった。TTX およ

び 5,6,11-trideoxyTTX のシグナル強度が非常に高く検出されているだけでなく、

同様の組成で 11-norTTX-6(S)-ol、deoxyTTX 類および dideoxyTTX 類が検出され

ている点でも、オオツノヒラムシと Planocera sp.がより近縁であることを示して

いる。また、この結果から、琉球列島近海において Planocera sp.を摂餌した TTX

保有生物に蓄積する TTX および類縁化合物組成を、オオツノヒラムシを摂餌さ

せることによって再現できる可能性が示唆された。 

琉球列島近海において Planocera sp.を摂餌することによって起きる毒化をシ

ミュレーションし、TTX 保有生物と Planocera sp.の関係性を検討するため、無

毒のクサフグに対してオオツノヒラムシの卵板を与える毒化実験を実施し、そ

の TTX および類縁化合物組成を沖縄本島で採取された天然環境下のクサフグと

比較した。その結果、クサフグはオオツノヒラムシの卵板を摂餌することで、

TTX および 5,6,11-trideoxyTTX を大量に蓄積し、卵板に含まれる 11-norTTX-6(S)-

ol、deoxyTTX 類および dideoxyTTX 類の組成を反映した。沖縄本島で採取した

クサフグとよく類似した類縁化合物組成が観察されたことから、本州近海にお

けるオオツノヒラムシと同様に、琉球列島近海における TTX 保有生物への供給

源となっているとする前章の示唆を強化している。この結果から、オオツノヒラ
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ムシを利用した同様のシミュレーションが可能であると考えられ、琉球列島近

海に生息するオキナワフグおよびツムギハゼを対象とした同様の実験を実施し

たところ、オキナワフグにおいては先述のクサフグと同様に TTX および 5,6,11-

trideoxyTTX を大量に蓄積し、卵板に含まれる 11-norTTX-6(S)-ol、deoxyTTX 類

および dideoxyTTX 類の組成を反映した。対してツムギハゼにおいては、

deoxyTTX 類以外の TTX 類縁化合物の組成に大きな変化は見られなかった。ツ

ムギハゼはフグと比較して TTX の保持能力が低いことが報告されており

（Tatsuno et al., 2022）、TTX の蓄積機構がフグ類と異なっている可能性が示唆さ

れた。 

第 4 章では、受精嚢発達期のオオツノヒラムシの毒性の上昇は受精嚢の発達

に関連しており、それはオオツノヒラムシが捕食する餌生物によりもたらされ

るものではなく共生細菌やヒラムシ自身による生合成などの内部要因によるこ

とが示唆された。過去にはオオツノヒラムシの卵板は親個体の 2～50 倍の毒性

を示すことなどが報告されており（Miyazawa et al., 1986, 1987）、本研究の結果か

らもオオツノヒラムシは保有する TTX の大半を卵あるいは幼生を保護するため

に利用しているものと考えられる。また、個体によっては自身の保有する TTX

量と同程度の TTX を卵板に供給していることから、オオツノヒラムシ自身の

TTX 蓄積能は非常に高いことが示唆された。Yamada et al.（2017）の報告からオ

オツノヒラムシは産卵期を過ぎると世代交代している可能性が示唆されている。

産卵を行った個体が徐々に体サイズを小型化させていたことからも、この可能

性は支持されている。以上のことから、フグ科魚類を含めた TTX 保有魚類より

も低次の TTX 保有生物間の TTX の循環およびその毒化機構において、オオツ

ノヒラムシが特に重要な役割を担っている可能性が示唆された。 



52 

 

また、バイオプシー技術を用いて TTX を観察する実験は、過去にウミフクロ

ウやカリフォルニアイモリで行われてきた（Khor et al., 2013; Bucciarelli et al., 

2014）。しかし、オオツノヒラムシを含む TTX 保有ヒラムシにおいてはそのよう

な実験が行われてこなかった。本研究の技術がヒラムシ類を中心とした TTX 循

環の解明に向けた足がかりとなることが期待される。 

本研究の成果は、琉球列島近海においても Planocera 属のヒラムシが低次生物

群間での TTX の循環と高次の生物群間での TTX の循環をつなぐ重要な鍵とな

る生物群であることを示唆している。今後、当該生物群を中心とした海洋環境に

おける TTX の循環経路を調査・考察することで、現在も不明な点が多く残され

ている TTX 保有生物の毒化機構のみならず、海洋細菌を始点とした低次生物群

における TTX の循環経路に関する新たな知見を得られることが期待される。加

えて、多くの TTX 保有魚類においても調査を続けていくことにより、わが国で

盛んに行なわれているトラフグ養殖の安全性をこれまで以上に高め、フグ食文

化の伝統を守るだけでなく、更なる発展、水産資源の開発につながることが望ま

れる。 
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Fig. 1. 沖縄本島名護沖で採取されたヒラムシの外部形態. 上のパネルが個体

No. 1（S1）、下のパネルが個体 No. 2（S2）を示している. A および B は背面

図、D および E は腹面図を示す. C は黄色の点線部分の拡大図を示している. a

と p はそれぞれ体の前端（anterior end）と後端（posterior end）を示す. 
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Fig. 2. MRM モードで得られた LC-MS/MS のクロマトグラム（m/z 320＞302）．A

は S1 の抽出物、B は S2 の抽出物、C は 25 ng/mL の TTX 標品のクロマトグラム

を示す．S1 および S2 のクロマトグラムはそれぞれ 1,000 倍希釈および 10,000 倍

希釈の抽出液から得られた． 
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Fig. 3. 28S rRNA 遺伝子の部分塩基配列（約 1,100 bp）をもとに構築された

Planocera 属様ヒラムシ、オオツノヒラムシ Planocera multitentaculata、ツノヒラ

ムシ Planocera reticulata、オキヒラムシ Planocera pellucida および近縁種の系統

学的地位．系統樹は最尤法によって構築、枝の数値は 1,000 回の反復によるブー

トストラップ値（%）を示す．配列の登録番号をカッコ内に示す．登録番号

LC341282～LC341283 は本研究において DDBJ/EMBL/GenBank データベースに

登録されたものを示す．外群として Prosthiostomum vulgaris を使用した．ブート

ストラップ値は 50%を超えたもののみ表示した． 
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Fig. 4. COI 遺伝子の部分塩基配列（1,078 bp）をもとに構築された Planocera 属

様ヒラムシ、オオツノヒラムシPlanocera multitentaculata、ツノヒラムシPlanocera 

reticulata、オキヒラムシ Planocera pellucida および近縁種の系統学的地位．系統

樹は最尤法によって構築、枝の数値は 1,000 回の反復によるブートストラップ値

（%）を示す．配列の登録番号をカッコ内に示す．登録番号 LC341285～LC341286

および LC785388 は本研究において DDBJ/EMBL/GenBank データベースに登録

されたものを示す．外群として Enchiridium sp.、P. obscurus および P. intermedius

を使用した．ブートストラップ値は 50%を超えたもののみ表示した． 
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Fig. 5. Cytochrome b 遺伝子の部分塩基配列（1,061 bp）をもとに構築された

Planocera 属様ヒラムシ、オオツノヒラムシ Planocera multitentaculata、ツノヒラ

ムシ Planocera reticulata、オキヒラムシ Planocera pellucida および近縁種の系統

学的地位．系統樹は最尤法によって構築、枝の数値は 1,000 回の反復によるブー

トストラップ値（%）を示す．配列の登録番号をカッコ内に示す．登録番号

LC785386～LC785388 は本研究において DDBJ/EMBL/GenBank データベースに

登録されたものを示す．外群として Chromoplana sp.および Prosthiostomum 

siphunculus を使用した．ブートストラップ値は 50%を超えたもののみ表示した. 
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Fig. 6. ミトコンドリア DNA 全塩基配列をもとに構築された Planocera 属様ヒラ

ムシ、オオツノヒラムシ Planocera multitentaculata、ツノヒラムシ Planocera 

reticulata、オキヒラムシ Planocera pellucida および近縁種の系統学的地位．系統

樹は最尤法によって構築、枝の数値は 1,000 回の反復によるブートストラップ値

（%）を示す．配列の登録番号をカッコ内に示す．登録番号 LC785386～LC785388

は本研究においてDDBJ/EMBL/GenBankデータベースに登録されたものを示す．

外群として Echinococcus canadensis を使用した．ブートストラップ値は 50%を超

えたもののみ表示した． 
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Fig. 12. 天然環境下のオオツノヒラムシの生殖腺発達状況の比率．青、オレンジ

および灰色のカラムは、それぞれ貯精嚢発達個体、受精嚢発達個体および生殖腺

未発達個体の比率を示す． 
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Fig. 13. オオツノヒラムシの生殖腺発達状況と体重の関係．青、オレンジおよび

灰色の点は、それぞれ貯精嚢発達個体、受精嚢発達個体および生殖腺未発達個体

の体重を示す．赤色の点はそれぞれの平均値を示す． 
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Fig. 14. オオツノヒラムシの生殖腺発達状況による体重の違い．灰色、青および

オレンジの点は、それぞれ生殖腺未発達個体、貯精嚢発達個体および受精嚢発達

個体の体重を示す．赤い点はそれぞれの平均値を示す．異なる文字は群間の有意

差を示す．有意差検定には ANOVA を用いた（P < 0.05）． 
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Fig. 15. オオツノヒラムシの生殖腺発達状況と TTX 濃度の関係．青、オレンジ、

灰色の点は、それぞれ貯精嚢発達個体、受精嚢発達個体および生殖腺未発達個体

の TTX 濃度を示す．赤色の点はそれぞれの平均値を示す． 
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Fig. 16. オオツノヒラムシの生殖腺発達状況による TTX 濃度の違い．灰色、青

およびオレンジの点は、それぞれ生殖腺未発達個体、貯精嚢発達個体および受精

嚢発達個体の TTX 濃度を示す．赤色のバーはそれぞれの平均値を示す．異なる

文字は群間の有意差を示す．有意差検定には ANOVA を用いた（P < 0.05）． 
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Fig. 17. オオツノヒラムシの生殖腺発達状況と 1 個体あたりの TTX 量の関係．

青、オレンジおよび灰色の点は、それぞれ貯精嚢発達個体、受精嚢発達個体およ

び生殖腺未発達個体の TTX 量を示す．赤色の点はそれぞれの平均値を示す． 
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Fig. 18. オオツノヒラムシの生殖腺発達状況による TTX 量の違い．灰色、青お

よびオレンジの点は、それぞれ生殖腺未発達個体、貯精嚢発達個体および受精嚢

発達個体の TTX 保有量を示す．赤い点はそれぞれの平均値を示す．異なる文字

は群間の有意差を示す．有意差検定には ANOVA を用いた（P < 0.05）． 
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Fig. 19. オオツノヒラムシの GSI の季節変動．青、オレンジおよび紫の点は、そ

れぞれ貯精嚢、受精嚢およびそれらの合計 GSI を示す．赤色の点はそれぞれの

平均値を示す． 
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Fig. 20. バイオプシー飼育実験におけるオオツノヒラムシ個体の TTX 保有量．

青および赤い点は、それぞれバイオプシー飼育実験個体の TTX 保有量および同

時期に天然環境下から採取されたオオツノヒラムシの TTX 保有量の平均値を示

す．それぞれの点から伸びるバーは標準偏差を示す． 
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Fig. 21. バイオプシー飼育したオオツノヒラムシの体重と産卵回数．青い点と線

は体重を示し、ピンクのグラフは一ヶ月間の産卵回数を示す．それぞれのデータ

は平均 + 標準偏差で表し、異なる文字は群間の有意差を示す．産卵回数の有意

差検定には ANOVA を用いた（P < 0.05）． 
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Fig. 22. 産卵経験の有無によるオオツノヒラムシの TTX 保有量の違い．青およ

び黄色い点は、それぞれ 5 月時点で産卵経験のある個体およびない個体の TTX

保有量を示す．*は有意差を示す．有意差検定には Student t-test を用いた（P < 

0.05）． 
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Fig. 23. バイオプシー飼育実験における、卵板に供給される TTX の比率および

増加した TTX 量の算出法．産卵前の TTX 量を A1、産卵後の TTX 量を A2、回

収した卵板の TTX 量を B、C として、一回の産卵で放出される TTX の本体に対

する比率と一ヶ月間に増加した TTX 量の算出方法を示す． 
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Fig. 24. 一回の産卵時に卵板に供給される TTX 量と産卵個体の毒量に対する比

率．赤い点は TTX 量を示し、青いグラフは本体に対する比率を示す．それぞれ

のデータは平均 + 標準偏差で表し、異なる文字は群間の有意差を示す．有意差

検定には ANOVA を用いた（P < 0.05）． 
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Fig. 25. オオツノヒラムシ 1 個体あたりの TTX の増加量. 水色および赤い点は、

それぞれ 1 ヶ月間の TTX の増加量および平均値を示す．マイナスの値は、TTX

量が前月よりも低下していたことを示す．異なる文字は群間の有意差を示し、各

月間を比較する有意差検定には ANOVA を用いた（P < 0.05）． 
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Fig. 26. オオツノヒラムシの体組織の採取位置. 丸で示した a および b の箇所よ

り組織を採取した．anterior と posterior はそれぞれ体の前端と後端を示す． 
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Fig. 27. 飼育したオオツノヒラムシの体重変化（n=10）．縦軸は体組織の重量（g/

個体）、横軸は飼育開始からの日数を示す．赤い点およびバーはそれぞれ平均 ± 

標準偏差を示す． 
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Fig. 28. バイオプシー飼育実験におけるオオツノヒラムシの TTX 量および TTX

濃度の変化．上の図はオオツノヒラムシの保有する TTX 量（μg/個体）、下の図

は TTX 濃度（μg/g）を示し、青色、橙色の点は、それぞれ飼育開始時（12 月）

および飼育終了時（4 月）の TTX 量もしくは TTX 濃度を示す．赤色の点はそれ

ぞれの平均を示し、*は有意差を示す．  
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Fig. 29. バイオプシー飼育実験におけるオオツノヒラムシの TTX 量および TTX

濃度の変化．上の図はオオツノヒラムシの保有する TTX 量（μg/個体）、下の図

は TTX 濃度（μg/g）を示し、青色、橙色の点は、それぞれ飼育開始時（8 月）お

よび飼育終了時（1 月）の TTX 量もしくは TTX 濃度を示す．赤色の点はそれぞ

れの平均を示し、*は有意差を示す． 
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Fig. 30. 個体群単位の飼育実験におけるオオツノヒラムシの TTX および 5,6,11-

trideoxyTTX（TDT）の量および濃度の変化．上部の 2 図はオオツノヒラムシの

保有する TTX および TDT 量（μg/個体）、下部の 2 図は TTX および TDT 濃度

（μg/g）を示し、青色の点は飼育開始時（8 月）の TTX および TDT の量もしく

は濃度を示す．黄色の点は飼育終了時（2 月）の TTX および TDT の量もしくは

濃度を示す．赤色の点はそれぞれの平均を示し、*は有意差を示す． 
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Fig. 31. 産卵期のオオツノヒラムシにおける TTX 量（μg）の変動の模式図．生殖

腺未発達期～貯精嚢発達期には体重依存的に、受精嚢発達期には受精嚢の発達

に伴い急激に TTX 量が上昇し、産卵によって TTX を放出すると同時に体サイ

ズも縮小することを示す． 
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Table 4. バイオプシー飼育実験前後のオオツノヒラムシのTTX量およびTTX濃度

重量(g) TTX量（μg） TTX濃度（μg/g）

飼育開始前 1 0.42 363.1 864.5

（9月） 2 0.39 386.9 992.0

3 0.24 216.7 902.8

4 0.26 313.4 1205.5

5 0.33 599.3 1816.1

6 0.21 186.7 889.0

7 0.53 821.5 1549.9

8 0.27 135.8 502.8

平均値 0.33±0.11 377.9±230.4 1090.3±419.7

飼育終了後 1 2.84 4427.9 1559.1

（1月） 2 2.91 6013.3 2066.4

3 2.97 11802.3 3973.8

4 3.29 9645.7 2931.8

5 3.86 9101.8 2358.0

6 4.04 14768.7 3655.6

7 2.69 6011.5 2234.8

8 2.08 3367.3 1618.9

平均値 3.09±0.64 8142.3±3894.2 2549.8±895.6

個体


