
京都府農林水産技術センター海洋センター研究報告　第38号，2016　　　13

ELISA法を用いて測定したトリガイ軟体部毒量と公定法毒力との関係
尾﨑　仁，中西雅幸

Relationship between toxicity of paralytic shellfish poison in Fulvia mutica estimated by mouse bioassay 
and quantified by enzyme-linked immunosorbent assay (PSP-ELISA)

Hitoshi Ozaki and Masayuki Nakanishi

During May and August 2012, the toxicity of paralytic shellfish poison PSP in Fulvia mutica from Miyazu 
Bay was messured and compared using the mouse bioassay and enzyme-linked immunosorbent assay (PSP-
ELISA). A statistical significant correlation was observed between the value estimated by bioassay and that 
quantified by PSP-ELISA. The value estimated by the PSP-ELISA method was 4.6nmol/g, corresponding to 
the regulation limit determined by the mouse bioassay. PSP-ELISA may be useful as a screening assay of PSP 
toxicity in Fulvia mutica exceeding the designated quarantine limit in Kyoto Prefecture.
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　 二枚貝類は麻痺性貝毒プランクトンである

Gymnodinium catenatum やAlexandrium 属などを摂餌

することにより毒化することがある。これを人が食べると

中毒症状を起こし , 最悪の場合は死に至ることもあるた

め , 迅速に二枚貝の毒化状況を把握し , 毒化貝の出荷防

止に努めることが重要である。

　現在 , 二枚貝の生産海域では有毒プランクトンの発生

状況の調査 , マウス試験（以下, 公定法という）による貝

毒検査により , 毒化した二枚貝が市場に流通することを

防止し , 安全性が確保されている（野口ら, 2004; 大島ら , 
2007）。
　しかし , 公定法は分析コストが高く時間もかかる等の

問題がある。このため , 公定法の前段階におけるスクリ

ーニング検査法として , 高感度かつ安価であり , 多検体

を迅速に処理できるELISA 法がヒオウギガイやマガキ

などの二枚貝で実用化されつつある（鈴木 , 2015; 向井 , 
2008）。スクリーニング検査として用いる指標値は , 二枚

貝や麻痺性貝毒プランクトンの種類によって異なることか

ら , 出荷される二枚貝の種類に応じた指標値を設定する

必要がある。

　京都府では , 養殖トリガイFulvia mutica は｢京のブラ

ンド産品｣の認証を受けて｢丹後とり貝｣として出荷され

ているが , 貝毒検査には公定法のみを用いているため , 
このようなスクリーニング検査法の開発が待たれていた。

　本研究では , 一般財団法人新日本検定協会製の麻痺

性貝毒分析キットSkit ELISA for PSP（以下, ELISAキッ

トという）を用いて毒化したトリガイの毒量を定量し , 公
定法による毒力と比較した。 その結果 , トリガイについ

て , 初めて ELISA 法による麻痺性貝毒の有無を判断す

るスクリーニング指標値を明らかにしたので報告する。

材料および方法

試料液の調製　試料には , 2012 年 5月 9日から 8 月 9
日の間，若狭湾西部海域の宮津湾（Fig. 1）のトリガイ

養殖漁場において , 麻痺性貝毒による毒化が認められ

たトリガイの軟体部を用いた（Table 1）。公定法および

ELISA 法に供する試料液は , トリガイ5 個体分の可食部

を 1 検体として , 食品衛生検査指針理化学編麻痺性貝

毒検査法（社団法人日本食品衛生協会 , 2005）に従って

22 検体を調製した。試料液の調製は , 一般財団法人新

日本検定協会に依頼した。

ELISA 分析液の調製および毒量測定　トリガイから抽

出した試料液を ELISAキットで分析するための調製は , 
ELISAキットの取扱い説明書＊1

に従って行った。毒量

Fig. 1   Sampling site in Miyazu Bay. 
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＊1　一般財団法人新日本検定協会. 2014. 麻痺性貝毒検出用分析キット Skit ELISA for PSP取扱説明書.
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測定は , 分析液 50 μlをキットのマイクロプレートのウェ

ルに分注し , 抗原抗体吸着および発色操作を行い , マイ

クロプレートリーダー（株式会社プラクティカル製）で

波長 450 nm の吸光度を測定した。キットの標準液（PD-
STX）を段階希釈したものを同様に発色させ , 濃度と吸

光度からキット付属の Calculation sheetを用いて検量線

を作成した。この検量線を用いて , 吸光度から分析液の

毒量を求めた。検量線の測定は , 最低濃度の毒量 1 nM
から最高濃度の 20 nM の範囲内で行った。なお , 毒量

が多く , 検量線の適用範囲を超えた場合には , 検量線の

1 nM ～ 20 nM の範囲に納まるように試薬 I（1Mリン酸

バッファ）を用いて希釈を行った。また , 測定誤差を少

なくするため , 1分析液および 1標準液濃度につき 3ウェ

ルを使用し , その平均値を求めた。

公定法による毒力測定および HPLC による毒成分分析  

同一検体での ELISA 法による毒量（nmol/g）と公定法

による毒力（MU/g）との関係を調べるため ,ELISA 法で

用いた 22 検体の試料液を用いて公定法により毒力を分

析した。公定法の分析は , 社団法人日本食品衛生協会

（2005）により行うこととし , 一般財団法人新日本検定協

会に依頼した。また , ELISA 法で分析した毒量値をスク

リーニング検査の指標として用いるためには , 公定法に

よる出荷規制値である 4MU/g 前後における両者の関係

を調べる必要がある。そのため , 公定法により4MU/g
以上を示した検体については , 4MU/g 前後を含めそれ以

上と以下の毒力となるように希釈を行い , その希釈された

分析液について ELISA 法による毒量を分析した。

　試料に含まれる麻痺性貝毒の成分とその組成を調べる

ため , 公定法と同検体を用いて HPLC-FD 法＊ 2
により毒

成分を分析した。分析は一般財団法人新日本検定協会

に依頼した。

プランクトン調査　麻痺性貝毒の原因プランクトンを

特定し , その出現状況を把握するため , 2012 年 3月5日
から 8月15日の間に , 宮津湾における供試貝の垂下層で

ある水深 6 mとその上下の水深 3 m および 10 m の各層

で北原式採水器を用いて , 合計 24 回の採水を行った。

採水した海水 1.5 ～ 2.5L を10 μm目合のナイロンメッシ

ュを用いて 50 ～ 200 倍に濃縮した。濃縮海水中の麻

痺性貝毒原因種であるGymnodinium catenatum および

Alexandrium 属ならびにその他の貝毒原因種を顕微鏡下

で同定後 , その出現数を計数板を用いて計数した。

結　　果

トリガイの毒量測定　公定法による毒力および ELISA
法による毒の定量結果を Table 1に , それらの変化を

Fig. 2 に示した。なお , Fig. 2 では , 複数の検体が得ら

れた 5月15日 , 18日および 24日の値は , 各日の平均値

で示した。公定法による毒力は 4.4 ～ 19.8 MU/g であ

り, 全て4 MU/g 以上であった。5月に採取した検体では

9.8 ～ 19.8 MU/g, 6 月で 6.9 ～ 15.8 MU/g, 7月で 4.4 ～

12.5MU/g, 8月で 9.6 ～ 13.4 MU/gであった。

　ELISA 法による毒量は , 5月に採取した検体では 9.0
～ 25.4 nmol/g, 6月で 11.9 ～ 22.1 nmol /g, 7月で 7.6 ～

15.5 nmol /g, 8月で 5.1～ 7.7 nmol /gであった（Table 1）。
5月から7月中旬における公定法の毒力とELISA 法の毒

量との増減はほぼ同様の傾向を示したが , 7月下旬以降 , 
両法の測定値には顕著な差異が見られた（Fig. 2）。
HPLC 分析による毒組成　各検体から検出された毒

Table 1   Sampling  data for Fulvia mutica collected  from Miyazu Bay during 2012 and toxicity values obtained via mouse 
bioassay and PSP-ELISA

＊2　大島泰克 . 2011. 貝毒分析研修会テキスト｢麻痺性貝毒 HPLC分析法 ｣ .



京都府農林水産技術センター海洋センター研究報告　第38号，2016　　　15

成 分 は , C1 ＋ C2, GTX5 ＋ 6, dcGTX2 ＋ 3, STX 群 

（neoSTX, dcSTX, STX）, GTX1＋ 4, GTX2＋3 であった

（Fig. 3）。なお , Fig. 3 には 5月15日 , 18日および 24日
の検体は各日の平均値を示した。毒成分の組成は , C1
＋ C2 の割合が最も高く（29 ～ 44%）, 次いで GTX5 ＋

6 （24 ～ 38%）, dcGTX2 ＋ 3（7 ～ 24%）, STX群（6 ～

15%）, GTX1＋ 4（2 ～ 7%）, GTX2＋3（1% 未満）の

順であった。毒成分組成の推移では , 7月以降は C1＋
C2, GTX5＋ 6, GTX1＋ 4 の割合が低下し , dcGTX2＋
3とSTX 群の割合が増加した。

ELISA 法と公定法の相関関係　本研究に供したトリガ

イ22 検体について , 公定法によって求めた毒力とELISA
法によって求めた毒量の関係を Fig. 4 に示した。両者

には正の相関関係が認められた（Y=1.1263X+0.7375, 
r=0.745, P<0.05）。全ての検体で 4 MU/g 以上であった

ことから , 4 MU/g 付近とその前後の点が得られるよう希

釈した分析液を ELISA 法により毒量を分析し , 検体ごと

に得られた毒力と毒量の関係を直線回帰させた結果を

Fig. 5 に示した。その結果 , 公定法の 4 MU/g に相当す

るELISA 毒量値の最大は 11.5 nmol/g, 最小は 4.6 nmol/
gであった。

貝毒原因プランクトンの出現状況　3月5日から 8月
17日に採集されたプランクトンについて, 麻痺性貝毒原因

種とその他の貝毒原因種に分けて出現状況を Table 2 に

示した。麻痺性貝毒原因種は Gymnodinium catenatum
のみが出現し , Alexandrium 属は全く認められなかった。

その他の貝毒原因プランクトンは , 下痢性貝毒原因種で

あるDinophysis 属が確認された。

考　　察

　二枚貝の毒化は , 単一種および複数種の麻痺性貝毒プ

ランクトンによる場合があり, これまで単一種による事例

が多いとされたが , 近年では複数種による報告も見られ

ている（国立研究開発法人水産総合研究センター瀬戸内
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Fig. 2Fig. 2   Variations in toxicity levels of Fulvia mutica 
during 2012 assessed via mouse bioassay and PSP-
ELISA.

Fig. 4

Fig. 5

Fig. 3   Variations in the relative abundance (mol %) of 
each toxin from Fulvia mutica during 2012.

Fig. 4   Relationships between toxicity values for Fulvia 
mutica estimated via mouse bioassay and quantified 
by PSP-ELISA. Dashed line indicates the regulation 
limit of 4MU/g.

Fig. 5   Regression lines for 22 samples using dilutions 
adjusted to a toxicity of ~4 MU/g. Dashed line indi-
cates the regulation limit of 4MU/g.
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海区水産研究所 , 2011, 2012）。本府で出現する麻痺性

貝毒原因プランクトンは , 主に Gymnodinium catenatum
と Alexandrium 属の 2 種であり, 本研究では , 麻痺性貝

毒の原因種としてはG. catenatum が確認され , それ以外

の種は全く出現しなかった（Table 2）。このことから , 宮
津湾のトリガイが毒化した原因種は G. catenatum と判断

した。本種による二枚貝の毒化は、本府以外に大分県

猪串湾（宮村 , 2007）や高知県宿毛湾（鈴木 , 2015）で

ヒオウギガイの事例がある。大分県のヒオウギガイ中腸

腺では 12 月から 4月に毒化が認められており，時期は

異なるものの毒成分は本研究と同じで，その構成も類似

していた。一方，高知県のヒオウギガイ中腸腺では 5月
から 9月に毒化が認められており，毒成分は本研究と同

じであったが本研究で 7 ～ 24％を占めた dcGTX2+3 が，

7月以降には 40％以上を占めるなど毒成分の構成が異な

った。このように，G. catenatum により毒化した二枚貝

では，毒成分はほぼ同じであったが，大島ら（2007）が

指摘する麻痺性貝毒原因種により毒化した二枚貝の毒成

分の構成は貝種，海域および季節などにより異なること

を支持した。

　本研究では , 宮津湾のトリガイについて ELISA
法と公定法の分析値には正の相関が認められ , 
Y=1.1263X+0.7375（n=22, r=0.745）の関係式を得ること

ができた（Fig. 4）。また , 公定法の出荷規制値である 4 
MU/g に相当する ELISA 法による指標値は 4.6 ～ 11.5 
nmol/g の範囲と推定された（Fig. 5）。
　7月下旬および 8 月上旬には ELISA 法による毒量と

公定法による毒力に顕著な差が見られた（Fig. 2）。麻

痺性貝毒は成分によって毒性の強さが大きく異なると言

われており（野口ら , 2004）, STX 群（neoSTX, dcSTX, 
STX）, GTX1＋ 4, dcGTX2＋3, GTX2＋3 は強毒成分

であり , C1＋ C2, C3＋ C4, GTX5＋ 6 は弱毒成分であ

るとされている（大島 , 2008）。HPLC による毒の成分分

析結果（Fig. 3）では , 上述した 4 種の強毒成分の割合

は 6月頃までは 30% 未満であったが , 7月以降には増加

する傾向がみられ , 8月2日および 9日には 40% 前後に

達した。8月の検体で ELISA 法と公定法との分析値に差

がみられたのは , 毒成分に対する感度が両法で異なるこ

Table 2    Abundance of  toxic dinoflagellates in  Miyazu Bay during  2012
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とが影響したと考えられる。向井（2008）は , ELISA 法

および公定法の相関上の課題として , 毒成分ごとに対す

るマウスの感受性とELISA 法感度が異なる点を指摘し

た。トリガイを用いた本研究でも同様の結果が得られて

おり , 強毒成分である STX 群および dcGTX2+3 などの

割合が高くなると , ELISA 法では毒力が過少に評価され

ることがあるため , スクリーニングとしての指標値を設定

する場合には注意を要する。篠﨑ら（2013）および藤原

ら（2015）は , 両法の差異を考慮して公定法の規制値 4 
MU/g に対し , より安全性を高めるために公定法の検出

限界値である 2 MU/g をスクリーニング指標値として提

唱している。また , ｢二枚貝等の貝毒のリスク管理に関す

るガイドライン｣＊ 3
では , ELISA 法をスクリーニングとし

て用いる場合には , 規制値以上の毒量の試料を 20 点以

上検査し , 2 MU/g の毒力値が監視強化を実施する目安

として示されている。本府におけるトリガイの指標値を 2 
MU/gとした場合には , Fig. 5 の結果からELISA 毒量の

最小値は 2.5 nmol/gと推定された。篠﨑ら（2013）は , 
マガキを対象にELISA法でスクリーニング指標値を設定

しており, マガキの出荷の可否についてはスクリーニング

指標値をもとにして , 漁業関係者等への迅速な情報提供

が可能となることを示唆している。本府においても , 確
実に｢丹後とり貝｣の出荷の安全性を確保するスクリー

ニングとして本手法を用いるためには , 公定法の検出限

界レベル 2 MU/g 相当の ELISA 毒量値である 2.5 nmol/
g を注意レベルの指標として用いることが重要である。

また , 本研究では 10 MU/g 以上の検体が多く , 4 MU/g
未満は既存の検体を希釈することにより推定したが , ガ
イドラインで示されている 2 ～ 4 MU/g 前後の検体を用

いて ELISA 法により分析を行い , さらに精度向上を図る

必要がある。
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