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調査・資料

緒

しらす加工品に混入したフグ稚魚の種判別と毒性
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Molecular Identification and Toxicity of Pufferfish Juveniles Contaminating Whitebait Products 
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Catches of whitebait， sardine fry， sometimes contains other marine animals， including fishes， 
mollusks， and crustaceans， and therefore boiled and dried whitebait products may contain these 
marine animals if sorting is incomplete. In 8eptember 2014， contamination of boiled and dried 

whitebait products with pufferfish juveniles became a serious food safety concern， as tiger puffer-
fish 71αkifugu rubripes juveniles are toxic and contain tetrodotoxin (TTX). The toxicity of the juve-
niles of other pufferfish species， however， is unclear. To evaluate the food safety of whitebait prod-
ucts contaminated with pufferfish juveniles， we identified the species and toxicity of pufferfish 
juveniles contaminating whitebait products processed between July and 8eptember， 2014. Nucleo-
tide sequence analysis of 168 rRNA or cytochrome b gene fragments of the mitochondrial DNA indi-
cated that partial sequences of the polymerase chain reaction products of 15 specimens were identi-

cal with those of Lαgocephαlus spαdiceus， and partial sequence from 2 specimens were identical 
with those of TIαkifugu vermiculαris. We analyzed TTX by liquid chromatography-tandem mass 
spectrometry， TTX was not detected in the L. spαdiceus specimens and was below the quantification 
limits (30 ng/g) in a T. vermiculαris specimen. Based on whitebait product manufacturer's re・
search， 795 individuals and 27.2 g of pufferfish juveniles were detected in 8，245 kg whitebait prod-
uct. Thus， the ratio of pufferfish to whitebait product was estimated to be 0，096 individuallkg 
whitebait product and 0.0033 g/kg whitebait product， respectively. 

(Received October 1， 2015) 

Key words:フグpufferfish;稚魚juvenile;しらすwhitebait;混入contamina tion;魚種判別fishspe-
cies identification;毒性toxicity;フグ、毒pufferfishtoxin;テトロドトキシンtetrodotoxin;ミトコ
ンドリアDNA mitochondrial DNA; 168 rRNA;シトクロム b cytochrome b 

付録資料:付録資料(付録図81~83) は J-8tage の日本食品衛生学雑誌 (http://dx.doi.org/10.3358/
shokueishi. 57，13)で閲覧できる.

言言言= 
しらすは，魚類の初期発育段階において色素胞が著しく

乏しい状態の総称で，通常はウルメイワシ，カタクチイワ

シ，マイワシ，シラウオ，イカナゴ，ウナギなど体形が細

長い仔稚魚を指すことが多い1) しらす加工品は乾燥の程

度によって名称が異なり，塩ゆでしたものを釜揚げまたは

釜揚げしらす，生干ししたものをしらす干し干しあげて

十分に乾燥したものをちりめんと呼ぶ.

これらしらす加工品に， しらす以外の魚やエビ，カニな

どの甲殻類，イカやタコの頭足類およびそれらの幼生が混

入していることがある.2014年8月から9月にかけて，市

販のマメアジやイワシの小魚パックにフグ幼魚が混入した

事例があり，厚生労働省は各自治体に対して「フグによる

食中毒防止の注意喚起について」の事務連絡を行った*1

*連絡先 yujicd@kaiyodai.ac.jp 
1東京海洋大学 干108-8477 東京都港区港南4-5-7
2国立科学博物館 干305-0005 茨城県つくば市天久保←1-1
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これを契機として2014年9月にしらす加工品にフグ稚魚

の混入が相次いで報告され，厚生労働省や農林水産省，内

閣府食品安全委員会，地方自治体では，フグは稚魚であっ

ても毒をもっ恐れがあるため，フグ稚魚の混入したしらす

が流通しないよう消費者ならびに事業者，販売庖などに注

意喚起を行った.

しかしながら，フグ稚魚の毒性に関する報告は少なく，

トラフグTαkifugurubripesの卵が癖化し，仔稚魚に成長

する過程での毒性変化を調べた程度である2) 有毒の天然

トラフグから採卵し，受精，勝化させた卵中のテトロドト

キシン (TTX)濃度は膨化後一時的に4-5倍増加しそ

の後漸減した.解化直後の一時的なTTX濃度の増加は，

癖化により体重が減少したためで，卵1個体から発生した

仔稚魚1個体当たりのTTX量はこの間増えることはな

かった.すなわち， TTXを持つ有毒卵から瞬化した場合，

仔稚魚には卵のTTXが保持されていることが分かった

しらす加工品に混入していたフグ稚魚については，ちり

めんに混入していたフグ稚魚の魚種鑑別が村上らによって

報告されている3)のみであり，ミトコンドリア168rRNA 

およびシトクロム b. シトクロムcの部分領域から，混入

していたフグ稚魚をナシフグTakifuguvermiculαrisと鑑

別した.ナシフグ稚魚の毒性はマウス試験法では検出され

ず (5マウスユニット (MU)Ig未満).抗TTXモノク

ローナル抗体を用いたELI8A法で3MUlgのTTXを検出

したが，フグの毒力が10MU/g以下の場合，食用に供し

でもヒトの健康を損なう恐れはないと判断される4)

しかし しらす加工品にどのような種類のフグが，どれ

くらいの割合で混入しているのか，そして，混入したフグ

の毒性や毒成分に関する報告は極めて少ない.そこで，本

研究では，フグ稚魚が混入したしらす加工品の安全性評価

に資するため， しらす加工品に混入したフグ稚魚の実態調

査を行い，混入したフグ稚魚の種を判別し. TTX含量を

測定した.

実験方法

1.試料

各地で2014年7月から9月に水揚げ，生産されたしらす

加工品に混入し，現地加工場などにおいて外観からフグと

推定された稚魚を試料とした 試料は凍結されて東京海

洋大学に輸送され，使用するまで-25
0

Cで冷凍保存した.

試料の水揚げまたは加工地(県名)をTable1に示した

同ーの加工場等で同じ日に処理されたものを1つのロット

とし 17ロットを実験に供したここでは，しらす干しと

ちりめんを区別せず，しらす加工品として表記する.

TTX分析のコントロールとして，市販のしらす加工品

(しらす干し)を用いた.

*，厚生労働省医薬食品局食品安全部監視安全課，フグによる食
中毒予防の注意喚起について.事務連絡，平成26年9月8日.

食衛誌 Vol.57， No. 1 

2. 魚種判別

しらす加工業者があらかじめ選別したフグ稚魚試料を，

体色を含む外部形態に基づき分類したしらす加工品に混

入していたフグ稚魚は，体や鰭が損傷しており，分類学的

に重要な多くの形態的特徴が失われていた. しかし，体表

面の小椋の有無や分布の状態，体全体の体色のパターンお

よび尾鰭の色彩などは双眼実態顕微鏡下で観察できたの

で，これらの特徴によって属レベルの分類を行った.さら

に，サパフグ属と分類された個体については，尾鰭の色彩

を用いて種レベルの分類を行った.

ロット毎に形態分類で同一種と判断されたフグ稚魚から，

1個体ずつ選抜し，種判別に用いた.フグ稚魚の種判別は，

厚生労働省医薬食品局食品安全部の「魚類乾製品等のフグ

混入検査についてJ(平成20年)*2および「輸入魚類加工品
のフグ種鑑別検査法についてJ(平成23年)*3に従ったす
なわち，各ロットからそれぞれ1個体を選び，合計17個体

(静岡県2個体，兵庫県2個体，広島県2個体，愛媛県5個

体，熊本県2個体，産地不明4個体)の筋肉(約15mg)か

ら富士フィルム(株)製(東京)のQuickGene DNA tissue 

kit 8および、QuickGene司810を用いてDNAを抽出した.

抽出したDNAを鋳型として， ミトコンドリアDNAの168

rRNA領域を増幅するプライマー (168arL;5'-CGCCTG 

TTTATCAAAAACAT・3' および、168brH;5'・CCGGTC

TGAACTCAGATCACGT・3')またはシトクロムb領域を

増幅するプライマー (L14317Glu;5'-CAGGATTTT AAC 

CAGGACTAATGGCTTGAA・3'および、H15149;5'-CCC 

TCA GAA TGA TATTTG TCC TCA-3') .および、タカラ J¥

イオ(株)製(滋賀)のTaKaRaEx Taqを用いてPCR増幅

を行った PCR反応は98
0

C10秒. 55
0

C30秒. 72
0

C30秒

を35サイクルで行った.PCR産物をBigDye Terminator 

Kit ver3.1 (Applied Biosystems社製. U8A)でラベリン

グし.ABI PRI8M 3100型DNAシークエンサー (Applied

Biosystems社製)を用いて塩基配列を解析した.解析し

た塩基配列を. nucleotide BLA8T (http://blast.ncbi.nlm. 

nih.gov/Blast.cgi)で検索し，種を決定した.

3. Tτzの定量
TTXの定量には，上記の種判別と同ロットに含まれる

試料を用い，形態分類で同一種と判断されたフグ稚魚を複

数個体(約0.1-0.3g)合ーして.TTX分析用試料とした

TTXの抽出は，食品衛生検査指針理化学編4)に記載の

方法に準じた酢酸加熱法で行ったすなわち，試料をメス

で細切し試料重量の9倍量相当の0.1%酢酸を添加した.

添加する酢酸量が1mLに満たない場合. 0.1%酢酸1mL

を添加した.試料は乾燥品であるため，酢酸添加後，室温

で30分間静置し. 15分間超音波処理 (2510-J，Bransonic 

*2厚生労働省医薬食品局食品安全部，魚類乾製品等のフグ混入
検査について.食安輸発第0425005号，平成20年4月25日.
判厚生労働省医薬食品局食品安全部，輸入魚類加工品のフグ種鑑
別検査法について.食安輸発0906第1号，平成23年9月6日.
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Table 1. Species identification of pufferfish juveniles contaminating whitebait products 

16SrRNA Cytochrome b 

No. Place Species identified Concordance Identity Species identified Concordance Identity 
rate 

1 Shizuoka Pref. Lα:gocephalus spadiceus 556/556 
2 Shizuoka Pref. Lagocephalus spαdiceus 569/569 
3 Hyogo Pref. Lα:gocephalus spαdiceus 569/569 
4 Hyogo Pref. Lα:gocephalus spαdiceus 569/569 
5 Hiroshima Pref. Lagocephαlus司pαdiceus 569/569 
6 Hiroshima Pref. Lagocephalus spadiceus 569/569 
7 Ehime Pref. (Uwa) Lagocephalus spαdiceus 562/562 
8 Ehime Pref. (Uwa) Lagocephalus spadiceus 467/467 
9 Ehime Pref. (Uwa) Lαgocephalus spadiceus 468/468 
10 Ehime Pref. (Uwa) Lα:gocephαlus spadiceus 465/465 
11 Ehime Pref. (Iyo) Lα:gocephαlus spαdiceus 545/545 
12 Kumamoto Pref. Tαkifugu vermiculαris 541/541 
13 Kumamoto Pref. Lagocephαlus spαdiceus 544/544 
14 Unknown Lagocephalus spαdiceus 469/469 
15 Unknown Lα:gocephαlus spαdiceus 452/452 
16 Unknown Takifugu vermiculαris 506/506 
17 Unknown Lα:gocephalus spαdiceus 462/462 

Ultrasonics Corporation社製， U8A) した後，沸騰水浴

中で10分間加熱した冷却後，遠心分離 (1，480Xg，5 

分間) (マイクロ冷却遠心機3740，久保田商事製，東京)

して得られた上清につき，遠心限外ろ過 (AmiconUltra 

centrifugal filters， Ultracel-3K， nominal cut-off molecu-

lar weight 3k， Merck Millipore社製， U8A)で高分子成

分を除き， TTX定量用試料とした

TTXの定量は， LC-M8瓜日法5)で行った分析装置に

は， Waters Acquity UPLC-Waters Acquity TQD triple-

quadrupole tandem mass spectrometer (Waters社製，

U8A)を使用した.分析カラムはT8KgelAmide-80 (0.2X 

15 cm， 3ぃmparticle size，東ソー(株)製，東京)，移動相は
16mMギ酸アンモニウム緩衝液 (pH5.5)ーアセトニトリ

ル (4:6， v/v)を用いて，流速0.2mUmin，カラム温度

25
0

Cで分析した.TTXの検出は，エレクトロスプレーイ

オン化法ポジティブモード， MRM (Multiple Reaction 

Monitoring)モードを採用し，プレカーサーイオンとして

m/z 320を，プロダクトイオンとしてm/z162を用いた.

TTX定量のため，標準品には和光純薬工業(株)製(大阪)

のTTX(フグ由来)を用いた.

結果

1. 魚種判別

本研究で調べたしらす加工品混入フグ稚魚17個体のう

ち， 15個体 (No.1~11 ， 13~15， 17)は，体側に銀白色の

縦帯があり，腹側は白色を呈していた (Fig.1.カラー写

真はJ-8tageの日本食品衛生学雑誌 (https://wwwおtage.

jst.go担/browse/shokueishil-char/ja)で閲覧できる).ま

た体表には小輔が分布していたこれらの特徴から，

15個体のフグ稚魚はサパフグ属と判別した6) さらに，フ

グ稚魚の中にはシロサパフグの特徴である黄色の尾鰭を有

(%) rate (%) 

100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 Takifugu vermiculαris 401/402 99.8 
100 
100 
100 
100 Takifugu vermiculαris 402/402 100 
100 

する個体も見られた (Fig.1， No. 4， 7， 13). しかし尾鰭

の色調は個体差が大きく，鮮明な黄色から濁った黄色まで

さまざまで，乾燥品では色が薄くなり，透明な個体も見受

けられた (Fig.1， No. 3). 

一方， No.12とNo.16では，体表に小腕は見られず，

体側に銀白色の縦帯も見られなかった (Fig.1). No. 16 

は損傷が著しかったが， NO.12では体側と背側が褐色を

呈していることが確認できた.このような形態的特徴から

両個体はサパフグ属ではなく， トラフグ属と判別した6)

さらに，体表に小臓が見られないため， トラフグ属の中で

も，アカメフグ，ショウサイフグ，ナシフグ，ヒガンフグ

のいずれかであることが外部形態から推測された.

フグ稚魚の種を判別するため，各個体の筋肉部から

DNAを抽出しこれを鋳型として，ミトコンドリアDNA

の168rRNAプライマーを用いて， PCR増幅を行ったと

ころ， 600 bpの増幅産物が得られ，これら増幅産物の168

rRNA部分領域の塩基配列を解析した (Fig.81 ~83). 試

料No.12と16を除く 15個体は， nucleotide BLA8T検索

の結果，いずれもシロサパフグLα.gocephαlusspαdiceus 

(Accession No. AP009538)の塩基配列と 100%一致した

(Fig. 81). 第2候補のカナフグLα.gocephalusinermis 

(Accession No. JX995929)とは3塩基の相違が見られた

ため，これら 15検体をシロサパフグと判別した (Ta-

ble 1). 

一方，試料No.12と16のミトコンドリアDNAの168

rRNA部分領域の塩基配列はナシフグ (AccessionNo. 

AB741999) と100%一致したが，第2候補のシマフグ

Tαkifugu xαnthopterus (Accession No. AP009533) と1

塩基しか違いがなかったので (Fig.82)，シトクロムb領

域におけるPCRを行い，得られた増幅産物(約500bp) 

の塩基配列解析を行い nucleotideBLA8T検索を行っ



Vol. 57， No. 1 

NO.3 

食衛誌

NO.12 

16 

NO.13 NO.4 

NO.16 NO.7 

Specimens of pufferfish juveniles contaminating whitebait products: Lαgocephalus spadiceus (Nos. 3， 4， 7， and 13) and 
Tαkifugu vermiculαris (Nos. 12 and 16) 

Fig.1. 

MRM of 1 Ch_(lnnel ESト
TIC 
45口e414.7口1001 (A) Tetrodotoxinstandard 

50 

22日o 24.00 
MRM 01 1 Channel ES+ 

TIC 
4.50e4 

20日日1自白日16口口14.00 12.00 10.0日志、、J
jE100 

~ 1 (B) PufferfishL. spadicω 
ロ
0) 
〉

ro 
ω 
出

8.00 白日日4.0口2.00 nu 

'内
u

n
u
n
u
 

50 

22日日 24.00 

MRM 01 1 (;t13nnel ES+ 
TIC 
45口e4

2口口口1日口口16.00 14.00 12日日1口口口日日口6.00 4.0口2口口nu 

En
u
 

n
u
n
u
 

1001(C) SardineE.japonicus 

50 

0 
0口口

Ti作、e
24.0口22.00 20日日1日日日16.00 14口口12.00 10日日日口口6口口4.00 2.0口

Retention time (min) 

LC.MS瓜t1Schromatograms of tetrodotoxin standard (A)， juveniles of.pufferfish Lαgocephαlus spαdiceus (No. 14) (B) 
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Fig.2. 

NO.12と16をナシフグと判別した.

2. T宜宝分析

種判別を行ったフグ稚魚のうち，静岡県(試料No.1)，

兵庫県(試料No.3)，愛媛県(試料No.7~11) ，熊本県

(試料No.13)および産地不明(試料No.14~17) の 12

た.その結果，試料NO.16は，ナシフグ CAccessionNo. 

EU274421) と100%一致した.試料No.12は，ナシフグ

と1塩基の相違が見られた CFig.83)が，第2候補のコモ

ンフグTαkifugupoecilonotus CAccession No. AP009539) 

とは，414塩基中 14塩基の相違があったことから，試料
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Fig. 3. LC-MSIMS chromatograms of tetrodotoxin standard (A) and juveniles of pufferfish Takifugu vermicularis (No. 16) 
(B) 

Table 2. Tetrodotoxin content of pufferfish juveniles いて.8IR (8elected Ion Recording)法でTTX関連物質

contaminating whitebait products の分析を行ったが検出されなかった(図示せず)• 

No. Place Fish species 
TTX 
(ng/g) 

1 Shizuoka Pref Lαgocephalus spαdiceus N.D.ホ

3 Hyogo Pref. Lagocephalus spadiceus N.D. 
7 Ehime Pref. (Uwa) Lαgocephαlus spαdiceus N.D. 
8 Ehime Pref. (Uwa) Lagocephαlus spαdiceus N.D. 
9 Ehime Pref. (Uwa) Lαgocephalus spαdiceus N.D. 
10 Ehime Pref. (Uwa) Lαgocephalus spadiceus N.D. 
11 Ehime Pref. (Iyo) Lαgocephαlus spadiceus N.D 
13 Kumamoto Pref. Lagocephαlus spαdiceus N.D. 
14 Unknown Lagocephalus spadiceus N.D. 
15 Unknown Lα:gocephαlus spadiceus N.D. 
16 Unknown Tαkifugu vermiculαris <30 
17 Unknown Lagocephαlus spadiceus N.D 

本N.D.:<10 ng TTXlg 

試料について. LC・M81M8でTTX分析を行った代表例

として，試料No.14 (シロサパフグ)と試料No.16 (ナシ

フグ)のマスクロマトグラムをFig.2と3に示す.

シロサパフグと判別された試料ではクロマトグラム上，

TTXの保持時間(14.7分)にピークは見られず，対照と

して用いたしらす干し(ミトコンドリアDNAの168

rRNA部分塩基配列によりカタクチイワシEngraulisjα-

ponicus (Accession No. AB246181) と判別)と同様，

TTXは検出限界 (10ng/g.SIN3)未満であった.一方，

ナシフグと判別された試料No.16では. TTXに相当する

保持時間付近 (12-13分)に検出限界以上，定量下限値

(30 ng/g. SI N 10)未満の小さなピークが見られた.試

料No.14 (シロサパフグ)と試料No.16 (ナシフグ)につ

考察

本研究は. 2014年7月から 9月に日本沿岸で水揚げ，製

造されたしらす加工品に混入していたフグ稚魚、の種判別と

TTX分析を行い，フグ稚魚混入の実態を調査したしら

す加工品に混入していたフグ稚魚のサイズは数mmから

3cm程度であった.産地に関係なく. 15試料がシロサパ

フグで. 2試料がナシフグと判別された.日本近海産のシ

ロサパフグは無毒 (毒性値10MUlg未満)とされている

が7).8) ナシフグの成魚は卵巣，肝臓，皮が猛毒レベル

(毒性値1，000MU/g以上)の毒性を持つことが報告され

ている 9)-12) しかし今回調べたナシフグ稚魚では，

TTXと推定される成分は検出されたものの.TTX含量は

30 ng/g未満であった TTXの比毒性 (5，000MUlmg) 13) 

から，これを毒性値に換算すると 0.15MUlg未満となる.

フグ稚魚が混入したしらす加工品の安全性を評価するに

は，フグの毒性値と摂食量を考慮しなければならない.そ

のためには， しらすに混入していたフグ稚魚の割合としら

すの摂食量を知る必要がある.参考として， しらす加工場

等の選別作業において， しらす加工品へのフグ稚魚の混入

率を調べたと ころ.33ロット 8，245kgから，フグ稚魚

795個体27.2gが検出された*4 この値から， しらす加工

品1kg当たりのフグ稚魚の混入は0.096個体で， しらす加

工品10.4kgにフグ稚魚1個体が混入したことになる.こ

れを重量に換算すると， しらす加工品1kg当たりフグ稚

.'J:a千魚業会，買参組合塩干部会私信
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魚0.0033gの混入となる.これらの値と， 1回に食べるし

らすの量(しらすおろしで約1O~20 g， しらす井で約

60~80 g*4)を考えると，フグ稚魚が混入したしらすを食

べた場合の健康への影響は極めて低いといえる.

今回測定したフグ稚魚からTTXは検出されなかったか

検出されても定量下限値未満であったが，フグの毒性は魚

種による差ならびに個体差が大きい14) トラフグの仔稚魚

の毒性を調べたNagashimaらによれば，有毒の卵巣から

鮮化したトラフグ仔稚魚はTTXを持つことが報告されて

いる2) したがって，卵巣が有毒な種では仔稚魚からTTX

が検出される可能性がある.このため，今後も実態調査を

継続し， しらす加工品に混入するフグの種類，毒性ならび

に毒成分分析を行う必要がある.
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しらす加工品に混入したフグ稚魚の種判別と毒性(調査・

資料)

桐明絢太田晶岡山桜子

松浦啓一石崎松一郎長島裕二*

食衛誌57(1). 13~18 (2016) 

市販のしらす加工品にフグ稚魚が混入した事例が，

2014年 9月に多数報告され，商品の回収等が行われた.

フグ稚魚の毒性に関する知見は少なく，フグ稚魚が混入し

たしらす加工品の安全性を評価するため，混入フグ稚魚の

種と毒性を調べた. 2014 年 7~9 月に各地で製造されたし

らす加工品 17試料を用い， ミトコンドリア DNA168 

rRNA部分領域の塩基配列から種判別を行い.LC-M81M8 

分析でテトロドトキシン (TTX)を測定した遺伝子解析

の結果. 15試料はシロサパフグ. 2試料がナシフグと判別

された.シロサパフグ試料から TTXは検出されず

(10 ng/g未満).ナシフグ試料では TTXに相当するピーク

が検出されたが，定量下限値 (30ng/g)未満であった.

*東京海洋大学
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