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【研究目的】 

海洋中の渦鞭毛藻により産生され貝に蓄積する麻痺性貝毒は、蓄積段階で変化を受ける

ことが多く多成分かつ複雑な組成を示すことが知られている 1）。このように毒化した貝を

摂食すると神経系食中毒が起こり得る。現在、我が国で実施されている麻痺性貝毒のモニ

タリングは公定法であるマウス試験法が使用されているが、動物愛護の倫理的観点からは

マウス使用を最小限とする試験方法への転換が望まれている。本研究では、迅速性、費用、

精度に優れる ELISA 法等を用い、麻痺性貝毒による食中毒防止のために毒化の初期をモニ

タリングできるシステムの構築と有用性について検証することを目的とする。 

 

【研究の必要性】 

 我が国における、動物実験等に係る規制は昭和 48 年の議員立法による「動物の保護及

び管理に関する法律」の制定に始まる。その後、「動物の愛護及び管理に関する法律」へ

の名称変更を経て、平成 17 年 6 月の改正 2）により、これまで規定されていた Refinement

（苦痛の軽減）に関する規定に加え、Replacement（代替法の利用）及び Reduction(動物

使用数の削減)に関する規定、所謂 3R の原則が盛り込まれた。さらに、この改正を受け

文部科学省からもこの 3R の原則に則った「基本指針」 3）が定められ大学を含む研究機関

等に対し適用されることとなった。 

また、三重県は伊勢湾と太平洋に面し、カキやヒオウギガイなどの二枚貝養殖が盛んで

あるが、これらの海域では春先から夏にかけて、プランクトン（海産渦鞭毛藻）によって

つくられるサキシトキシン（ Saxitoxin, STX)とその同属体群による麻痺性貝毒(Paralytic 

Shellfish Poison, 以下 PSP)が、その捕食者である貝に移行し蓄積する場合がある。高濃度

の PSP を含む二枚貝をヒトが摂食した場合、口唇、四肢の麻痺はもとより、劇症の場合は

呼吸麻痺によって死に至ることもある。  

 現在、一般に毒化した二枚貝による健康被害の防止のため、貝毒発生時期にマウスを用

いる貝毒検査（公定法のマウス試験法（Mouse Bioassay 法, 以下 MBA 法）） 4)とプランク

トン検鏡が実施されている。規制値（4MU/g）を超えた毒力が検出された場合は、漁獲し

た二枚貝の出荷規制措置がとられている。その場合、続く毎週の MBA 法により毒力が 3

回連続して規制値以下と確認された場合に出荷規制措置が解除される。しかし、動物実験



は動物愛護の倫理的観点から、国内外で抑制潮流にあり、貝毒検査の方法も先に示した 3R

の原則に配慮した改善の必要があると考える。 

 これまで、プランクトン検鏡の結果から毒化を予想して MBA 法に要するマウスを準備す

る必要があったが、プランクトン検鏡結果と MBA 法による毒力には相関性はあるものの、

必ずしも結果が一致しないことがあり、マウスの事前準備数の削減が困難な状況にあった。 

 本研究において有効性検証の対象とする ELISA 法は、プランクトン検鏡より高精度に毒

化の予兆を捉えることができるため、ポストカラム蛍光 HPLC 法 5)よりも迅速に分析結果

を得ることができる。また、この ELISA 法に併せてイムノクロマト法を原理とした麻痺性

貝毒検出用の簡易キットによる分析法も併用することでより精度の高い低濃度の毒化初期

モニタリングシステムを構築できる可能性がある。これらにより、MBA 法によるマウス使

用数の適正化と削減を図るとともに、より効果的な食中毒未然防止に貢献する。 

 

【研究計画】 

 MBA 法で規制値以上の PSP が検出されたことにより出荷規制を経験したマガキ

（Crassostrea gigas）試料を、毒が含まれていないブランク試料で段階的に希釈し、実験用

の毒化試料を調製する。これらの実験用の毒化試料を、ELISA 分析及びイムノクロマト法

を原理とした PSP 検出用の簡易キットによる分析を行い、ELISA 分析及び簡易キットによ

る分析が、麻痺性貝毒のスクリーニング法として適切に機能するかどうかを検証する。 

 

【実施内容・結果】 

本研究では、2021 年冬期に尾鷲海域の白石湖で採取され、MBA 法で規制値超過（31MU/g）

を示したため、出荷規制が行われた時のマガキに着目した。この採取点のマガキについて

2021 年 2～3 月の約 1 か月の間に毎週採取され、MBA 法で毒化から検出限界値未満（ not 

detected, 以下 ND）へと継時変遷したマガキ試料 5 検体（マガキ 1～5）と、その約 1 年後

に MBA 法で ND であった同一海域のマガキ試料 1 検体（マガキ 6）を検討の対象とした。

採取点である白石湖の位置を図 1 に示す。 

 
事前に、当研究所においてポストカラム蛍光 HPLC 法による毒組成分析により、代表的

な PSP であるデカルバモイルゴニオトキシン-2 と-3（Decarbamoylgonyautoxins-2 and -3,  

dcGTX2 & 3）の影響が無いと判断された 2021 年 4 月に鳥羽海域で採取されたマガキ試料

図 1 .  採取点となった

尾鷲海域の白石湖  

採取点である白石 湖

は尾鷲湾の北部に位

置する湖である。図中

に星（☆）で示す。 

 



をブランク試料とした。そして、白石湖で毒化が見られたマガキ試料（マガキ 2）を、この

ブランク試料で希釈して 0MU/g、1MU/g、2MU/g、3MU/g、4MU/g、5MU/g 相当の実験用の

毒化試料を調製した。これらの実験用の毒化試料を対象に、ELISA 分析及びイムノクロマ

ト法を原理とした麻痺性貝毒検出用の簡易キットによる分析を行った。ELISA 分析には、

Skit ELISA for PSP（一般財団法人新日本検定協会）（以下、Skit ELISA）を用い実験用毒化

試料及びマガキ 1～6 の分析を実施した。マガキ 1～4 については定量上限の範囲に入るよ

うに適切な希釈倍率を設定した。分析結果を図 2 及び表 1 に示す。  

イムノクロマト法を原理とした麻痺性貝毒検出用の簡易キットによる分析には、 MT テ

スト イムノクロマト-PSP「ニッスイ」（日水製薬株式会社）（以下、MT テスト）を使用

した。本キットは、検体中の PSP の含有量に応じて、テストプレート中のラインが呈色す

ることから、目視や画像解析による PSP の定性や定量の可能性を検討できる。MT テスト

用テストプレートの模式図を図 3 に示す。MT テストについては、まず熊本県の報告 6）を

参考にスクリーニング可能な適切な希釈倍率の探索を実施した。結果の判定は目視によっ

た。ラインの呈色強度を++（非常に明瞭なライン）、+（明瞭なライン）、±（弱いライン）、

-（ライン無し）の 4 水準で評価した。また、更に目視評価後 5 分以内に判定部をスキャナ

ー（brother MFC-L2750DW）でカラー画像、JPEG 形式で取り込み、画像解析ソフト（SWEDAY 

JustTLC）でラインの呈色強度を解析した。その後、画像解析により定量化された呈色強度

の値を用いて MT テストのテストプレートの試験部（T）の呈色強度値と対照部（C）の呈

色強度値の比（T/C 比）を算出した。1MU/g から 2MU/g にかけて試験部（T）の最も明瞭

なラインの消失が確認された 150 倍を適切な希釈倍率に設定した。この結果を表 2 に示す。 

次に、得られた希釈倍率を用いて 0MU/g、1MU/g、2MU/g、3MU/g、4MU/g、5MU/g 相当

の毒化試料及びマガキ 1～6 の分析を実施した。最終的な結果を図 4 及び表 3 に示す。 

 

 

定量上限は 10nM の標準溶液を使用した場合

の PSP 濃度の分析値（7.17nmol/g）、定量下

限は 0nM のブランク溶液を使用した場合の

PSP 濃度の分析値（0.15nmol/g）。試料名の

マガキの（）内の日付は MBA 法の検査開始日

を示す。 

図 2. MBA 法と Skit ELISA の関係（マガキ） 

0～5MU/g 相当毒化試料(n=6)の散布図、検量線及び決定係数を示す。規制

値 （ 4MU/g ）の半 分 の濃 度 である 2MU/g 相 当 毒 化 試 料 の PSP 濃 度 は

35.17nmol/g であった。 

 



 

 

 

 

 

【考察と今後の課題】 

 Skit ELISA の結果から、2MU/g 相当の毒化試料中の PSP 濃度 35.17nmol/g をスクリーニ

ングレベルとして設定した場合は、MBA 法で規制値（4MU/g）以上となる検体を全てスク

図 3. MT テスト用テストプレートの模式図  

MT テストは競合型の検出系であるため PSP

含有量が少ない程ラインの呈色強度は大き

くなる。 

 

目視強度は++：非常に明瞭なライン、+：明

瞭なライン、±：弱いライン、-：ライン無しの

4 水準で評価した。 

1MU/g から 2MU/g にかけて最も明瞭なライ

ンの消失が確認された 150 倍を適切な希釈

倍率に設定した。 

 

 

図 4. MBA 法と MT テストの関係(マガキ) 

0～5MU/g 相当毒化試料 (n=6)の散布図、検量線及び決定係数を示す。検

量線と決定係数は指数近似を行ったため 0MU/g の値は除外して算出した。

規制値 （4MU/g）の半分の濃度である 2MU/g 相当毒化試料の T/C 比は

0.115 であった。 

 

 

試料名のマガキの（）内の日付は MBA 法の検

査開始日 を示す。目視 強度は++：非常に明

瞭なライン、+：明瞭なライン、±：弱いライン、

-：ライン無しの 4 水準で評価した。 

 



リーニングすることが可能であった。また、MT テストの結果から、150 倍希釈における

2MU/g 相当の毒化試料の分析から得られた T/C 比 0.115 でスクリーニングした場合は、マ

ガキ 6 については偽陽性となったが、偽陰性は認められず規制値（ 4MU/g）以上となる検

体のスクリーニングは可能であった。 

以上から、Skit ELISA 及び MT テストを用いることで、MBA 法で規制値（4MU/g）以上

の毒力が検出された場合に、出荷自主規制解除に係る追加の MBA 法で用いられるマウス

の使用数を削減することは可能と考えられる。加えて、解除以降も一定の期間は規制値以

上の毒力が検出された時期に設定されたスクリーニングレベルを利用した毒化の初期モニ

タリングの有効性が示唆された。 

課題として、毒化や毒組成の変動をもたらす要因は非常に多種多様で且つそれらが関連

しながら自然界で常に変化し続けていると考えられるため、MT テストのマガキ 6 の結果

のように一度設定したスクリーニングレベルが継時的に機能しなくなる可能性も考慮しな

ければならない。また、併せてなるべく複数の PSP 構成成分を対象とした毒組成分析デー

タを蓄積することも重要と考えられる。  
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