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はじめに
　かびが産生する二次代謝産物の中には，抗生
物質のように有用なものもある半面，人畜に健
康被害を及ぼすものも知られており，後者は総
称してかび毒（マイコトキシン）とよばれてい
る。海外の調査によると，世界の穀物の四分の
一は，かび毒汚染の害を受けて廃棄されている。
これまで，300種以上のかび毒が報告されてき
ているが，食品安全に関連するかび毒の数は限
られており，主要なかび毒は，3種類のかび :

アスペルギルス属，ペニシリウム属，フザリウ
ム属によって産生されることが知られている。
　かび毒の中でもアスペルギルス属菌が産生す
るアフラトキシン（AF）は，強力な急性毒性
を有し，天然物の中で最も発がん性が強いこと
から，多くの国で穀物を含めた食品中の規制値
が設定されている。もともと AFは，1960年
に英国で七面鳥大量死の原因物質として発見さ
れたが，わが国でも 2008年には AF汚染した
ミニマムアクセス米の転売事件で AFが社会問
題化したほか，2011年に試験圃場で栽培され
た国産米の一部から規制値を超える AFが検出
された。AFは安定な低分子で，いったん農作
物が AFで汚染されると除去もしくは無毒化す
ることは非常に困難なため，初発の AF産生菌
の農作物への付着による AF汚染発生を制御す
ることが必要である。これまで，熱帯～亜熱帯

圃場の土壌に生息する Aspergillus flavusおよび
Asprgillus parasiticusに属する菌の一部の AF産
生菌が汚染源といわれてきたが，近年の地球規
模での気象変動による産生菌の分布域の変動が
懸念されており，AF産生菌の簡便かつ高感度
な判別法の開発が待たれている。
　一方，わが国で発酵に使われる黄麹菌
（Aspergillus oryzae）は，A. flavus と同じくア
スペルギルス属に属し，分類学上非常に近縁
であるが，家畜化された菌で，1400年を超え
る食履歴が有り，FDAより GRAS（Generally 

Recognized As Safe）認証を与えられている。
　これら AF非生産株 A. oryzaeと生産株 A. 

flavusを，分子生物学的手法を利用して判別す
ることは，両者が非常に近似した遺伝子配列を
持つことから困難とされてきた 1, 2）。
　そこで，1960年以降，培養による判別法が
種々開発されてきている（表 1）。最も有名か
つ世界中で使われている方法は，Pittらにより
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培養による毒素産生型アスペルギルス属かびの検出法
- ジクロルボス - アンモニア蒸気法 (DV-AM 法 )

手法 年 文献
AFPA 法 1983 Pitt et al., 3）

UV 写真法 1987 Yabe et al., 4）

CYC(cyclodextrin) 法 2001 Fente et al., 5）

Carbon-CYC 法 2016 Suzuki and Iwahashi 6）

AM 法 1999 Saito and Machida 7）

DV-AM 法 2015 Yabe et al., 8）

表 1　平板培地を用いた検出・判別法
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1983年に開発された AFPA法で，A. flavusおよ
び A. parasiticusの選択培地として用いられて
いる 3）。一方で，日本で開発された AM（アン
モニア蒸気）法 7）は，特殊な組成の培地は不
要である。近年，矢部らは，AM法を改良し，
より高感度に判別できるジクロルボス -アンモ
ニア法（DV-AM法）を開発し，報告した 8）。
平板培地による判別法は，高額な分析機器や遺
伝子解析設備，ならびに機器分析の技術や分子

生物学的手法の操作を必要としないため，フー
ドチェーンの各工程に関与する実需者（生産者，
加工業者，流通業者）にとって，使用が容易か
つ有益な技術と考えられる。さらに，日本に限
らず海外においても，汚染現場で容易に使える
技術としての普及が期待される。
　本稿では，DV-AM法について，AFPA法，
AM法と比較しつつ解説する。

1．AFPA 法
　AFPA（Aspergillus flavus and parasiticus agar）
法は，A. flavusグループに属するかびが共通に
生産する Aspergillic acid や noraspergillic acidが
鉄イオンを酸化させて，酸化鉄の赤色を検出す
る方法で，培地の組成に特色がある（表 2:塩
化アンモニウム鉄）9, 10）。本法では，AF産生菌
の培養コロニーの裏面がオレンジ色に着色し，

ペプトン 10 g
酵母エキス 20 g
塩化アンモニウム鉄 0.5 g
ジクロラン *（0.2% エタノール液）1 mL
クロラムフェニコール 0.1 g
寒天 15 g
蒸留水 1 L

* 接合菌など生育の早い菌の生育を抑える

表２　AFPA 法の培地組成

図 1　アフラトキシン産生菌と非産生菌

図２　AFPA 法での判別が困難な例
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一方，AF非産生菌では，培養コロニーの裏面
は白色（図 1.MAFF 111710）のため，産生菌の
検出・判別が容易となる。しかしながら，黄麹
菌 A. oryzaeで擬陽性となる株があること（図
1.NBRC 4251），また，最終産物の AFを検出し
ているわけではないこと（図 2.NBRC 4251（非
産生菌）と NBRC 30110（産生菌）との比較）
から，本法だけではわが国で醸造に使われる A. 

oryzaeと，AF産生菌の区別が困難な場合がある。

2．AM 法
　わが国で開発された AM（アンモニア蒸気）
法は，特別な培地は必要なく，YES（Yeast 

Extract-スクロース）寒天培地，GY（グルコー

ス -Yeast Extract）寒天培地など，AFが蓄積し
やすい培地が利用できる。一般的にかび分離に
用いられる PDA（ポテトデキストロース寒天）
培地も使用可能である。この上で菌を培養した
後に，平板培地を裏返し，蓋の部分にアンモニ
ア水を数滴たらすことでアンモニア蒸気にコロ
ニーをさらすと，AF産生菌の培養コロニーは
赤変するのに対し，AF非産生菌の培養コロニー
色は変化しない（図 3）7）。菌株によっては培
養 2日目から，一般には 3-5日目で判別が可能
である。また，培養後のコロニーをそのままか
きとり，有機溶媒で抽出して化学分析にかける
ことで，AF蓄積の確認も可能である。本法に
よりわが国で醸造に使われる A. oryzaeと，AF

図３　AM 法の概要（斎藤道彦博士の許可を得て掲載）

図 4　AM 法での判別が困難な例
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産生菌の内 A. flavusとの区別を低コストかつ簡
便に行うことが可能となったが，産生菌の種類
（NBRC 30110（A. parasiticus）など）によっては，
赤変色が明瞭でない場合があり，「より色調変
化を明瞭にする」方法が望まれていた（図 4）。

3．DV-AM 法の原理 
　「より色調変化を明瞭にする」方法として，
2015年に矢部・中島らによる長年の AF生合
成研究の知見を生かし，「DV（ジクロルボス :

農薬の一種でエステレース阻害作用）」を用い

図 5　主要アフラトキシン生合成経路とジクロルボス (DV) の作用部位

図 6　AM 法と DV-AM 法の比較
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てアントラキノン系骨格を持つ中
間体 =VHA（versiconal hemiacetal 

acetate）および VOAc（versiconol 

acetate）を蓄積させる方法が考案
された（図 5）。
　基本寒天培地の表面に，AF生
合成経路中の VHAエステレース
酵素の阻害剤ジクロルボス（DV）
を塗布した上で AF生産カビを培
養すると，カビによる AF生産
量が顕著に減少するのに対して，
VHAエステレース反応の直前の
中間体である VHAおよび VOAc

が菌糸中に蓄積し，これらの中間
体が黄色色素であるため菌糸が黄
色に着色する。黄色は，これらの
中間体が分子構造の中にアントラ
キノン構造を有していることに因
るもので，アントラキノン構造は
酸性下では黄色を示し，アルカリ
条件では赤紫に変化する。中間体
は細胞の中では酸性環境の細胞小
器官に存在し，黄色の菌糸を示す
が，アンモニア蒸気でアルカリ環
境に変化させると，赤紫に変化し
て，コロニーをプレートの裏から
見た場合，コロニーの色調が黄色
から赤紫に劇的に変化することが
期待されるのである。。

4．AM 法と DV-AM 法の比較
　AM法，DV-AM法ともに，培
地として一般的な PDA寒天培地
や YES寒天培地，GY寒天培地な
どが利用できる。Czapek寒天培
地は，AF生産性が低いため推奨
されない 9） 。DV-AM法では，培
養前に寒天培地表面に DVを塗布
する点だけが，AM法との違いで
あるが，AM法では各種中間体は
常に AFに変換されているため，

図
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細胞内の中間体濃度は大きく増加することはな
い。そのため，色調の変化は限られている。一方，
DVを添加すると AFの代わりに VHAと VOAc

が蓄積を続け，そのため，AMによって生じる
赤紫は顕著に濃くなるという利点がある。
　AF生産菌の中でも，A. flavusは比較的中間
体の濃度が高いらしく，AM法でも有意な色
の変化が見られるが（図 3），A. parasiticusで
は，AM法ではほとんど色が付かない。例え
ば，図 6に，AF産生菌 3株（1.-3. いずれも A. 

parasiticus）と AF非産生菌 1株（4. A. oryzae）
を用いて比較試験を行った結果を示している。
AM法（図 6.右下）に比べ，DV-AM法（図 6.左
下）では，いずれの培地を用いた場合も，より
明瞭な色調変化が観察された。DV-AM法では，
寒天培地の裏から見たコロニーの色調が黄白色
から鮮やかな赤紫に変化することでコントラス
トがはっきりし，目視での判別が容易となる。
したがって，全ての AF生産菌を検出するため
には，DV-AM法が適していることは明らかで
ある。

5．DV-AM 法の応用
　菌を培養するだけの操作で「毒素を作るか
否か」が高感度に判別できるジクロルボス -ア
ンモニア法（DV-AM法）が開発できたことか

ら，実際に，夾雑物および夾雑微生物が多く
含まれると予想される圃場土壌からの AF産生
菌分離を試みた（図 7）。AF産生菌はもともと
熱帯，亜熱帯にしか生息しないと言われてい
たが，近年の地球規模での気象変動により，生
息域の変化が示唆されている 11）。そこで，今
回は，関東地方の試験圃場の土壌を DV-AM法
に供した。その結果，有意に赤くなるコロニー
（陽性コロニー）が見出され，この株を分離・
純化し，化学分析と形態学的・分子系統学的解
析を行ったところ，Bタイプの AFを産生する
Aspergillus flavusであると同定できた。以上よ
り，DV-AM法は，土壌のように多様な微生物
を含む試料からでも直接，AF産生菌を判別・
分離するのに有効であることが証明された。

おわりに
　土壌や植物体上等，環境中の様々な微生物群
と共存する AF生産カビを，正確かつ簡便にで
きるようにするには，現場で利用可能な手法
が必要であったが，AF生合成研究の知見を生
かした DV-AM法が開発されたことより，判別
をより確実にすることが可能となった。今後，
AF産生菌の存在や分布を明らかにするのみな
らず，作物の AF汚染低減への道筋も示してい
きたいと考えている。
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