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はじめに
　かび（糸状菌）は，人や動物と同様に従属栄養
生物であり，自然界に広く分布している。発酵食
品や抗生物質を作るなど，人々の生活を豊かにす
るかびが多数いるいっぽうで，人畜に有害な毒素

（かび毒；マイコトキシン）を産生するかびも存在
する。国際機関の以前の調査によると，世界の重
要穀類を含む農産物の 25% が，かび毒汚染により
廃棄されている。かび毒として現在までに 300 種
類以上の化合物が知られているが，中でもアフラ
トキシン（AF）は，強力な発がん性と急性毒性を
有し，諸外国で規制値が設定され，管理対象となっ

ている（表 1）。AF 汚染は，熱帯～亜熱帯圃場の
土壌に生息する Aspergillus flavus， A. parasiticus，A. 

nomius 等のアスペルギルス属菌の一部の菌が汚染
源とされるが，近年は，地球規模の気候変動による
AF 産生菌の北上が懸念されている。これまでに，
数多くの AF 産生菌検出法が開発されているが，筆
者らは，日本で開発されたアンモニア（AM）法 1）に，
長年の AF 生合成研究の成果を組み合わせ，高度化
した AF 産生菌の高感度検出法：ジクロルボス - ア
ンモニア（DV-AM）法 2）を開発し，以前（2018 年）
本誌にて紹介した 3）。さらに筆者らは，土壌などの
多様な微生物が共存するサンプルにも利用できる
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規制値 (ppb = ng/g)
AFB1 単独 Total AFs ＊

コーデックス基準 
加工原料用落花生，加工原料用木の実＊ 15
直接消費用木の実＊，直接消費用乾燥いちじく 10
米国 20
欧州（加工用） 5 10
欧州（食用） 2 4
日本 10 (2011 まで） 10 (2011 以降）
豪州 15
カナダ 15
ブラジル 20

 * Total AFs = AFB1 , AFB2 , AFG1 , AFG2 の和，参考）FAO Food and Nutrition Paper #81, 2003

表 1　各国のアフラトキシン規制
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AF 生産菌の選択培地を開発し，この培地を DV-AM

法に利用することで様々なサンプルについて AF 生
産菌を鋭敏に検出できることを明らかにした 4）。こ
の培地を用いた DV-AM 法は，菌を培養するだけの
操作で，「毒素を作るか否か」を平板培地の色調変
化観察により，目視で高感度な判別が可能である（図
1上）5）。本方法は，高額な分析機器や遺伝子解析
設備，高度な技術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事業者にとっても使用が容易
かつ有益な技術であり，また食品中の AF 生産菌の
検出にも有効である 6）。本稿では，DV-AM 法のよ
り広範な適用事例（画像解析ないし AM 法と組み
合わせた土壌からの AF 産生菌の検出）として，最
近の著者らの論文「メキシコのトウモロコシ圃場で
の調査」7）ならびに「沖縄のさとうきび圃場での調
査」8， 9）について解説する。

1．DV-AM法と画像診断とのコンビネーション
　土壌等の環境中に常在している AF 産生菌は，主
に腐生菌として収穫後の農作物に付着し，温度や
湿度などの条件が整うと繁殖して，保蔵中の農作
物に AF を蓄積する。産生された AF は加熱調理等
でも安定であり，除去や解毒が困難なため，各地
の土壌における AF 産生菌の検知と初期防除が肝要
である。

　日本国内では AF の自然汚染事例（食品衛生法上，
違反となるもの）として，2011 年に初めて 1 件（市
場流通せず）が発生した。今後，温暖化の影響によ
り，わが国でも AF 汚染事例が頻発する可能性があ
る。そこで，国内外の育種・栽培研究者の協力を得て，
海外を含めたより広範な地域から，種々の作物の圃
場土壌をサンプリングし，DV-AM 法による AF 産
生菌の検出を試みることとした。
　穀類の中では，トウモロコシの AF 汚染の報告
が，ムギやコメに比べて圧倒的に多い。トウモロコ
シの原産地とされるメキシコ国内に，トウモロコシ
の品種改良を行う国際トウモロコシ・コムギ改良セ
ンター（CIMMYT）という国際農業研究協議グルー
プ傘下の国際研究機関が設置されている。著者ら

（久城，矢部）は縁あって，CIMMYT のトウモロコ
シ育種研究者であるロラッズ博士（Dr. Aleksandre 

LOLADZE）の協力のもと，メキシコにて現地の技
術スタッフに対して DV-AM 法のデモ実演を行うこ
とができた。さらに，日本で開発された DV-AM 法
の海外での適用可能性の検証を目的として，AF 汚
染が問題となっている亜熱帯地域（メキシコ南東沿
岸部 Agua Fria，標高 80 m）のトウモロコシ試験圃
場から土壌 20 点（A1 ～ A20）を採取して，現地ス
タッフとともに DV-AM 法による AF 産生菌の検出
を試みた（図 1①）。

図 1　メキシコでの土壌採取と DV-AM 法の実施
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　採取した土壌を GYD-DV 平板培地（グルコース
とイーストエキスを入れた寒天培地に， コロニーを
コンパクトにするためデオキシコール酸を添加し
た培地 4−6）に， DV を塗布）に撒き，25℃で培養後，
アンモニア処理を行った（図 1②～③）。
　その際，新たな手法としてフリーソフトウェアで
ある Image J を用いて画像を加工することで，赤味
が強調され， AF 産生菌をよりクリアーに識別でき
ることが示された（図 1　MEX-A19-13 株）。一方， 

目視で微妙に赤変が観測された菌株では， Image J 

を用いた画像加工による赤味の強調は起こらなかっ
た（図 1　MEX-A19-2nd-5 株）。これら菌株は， 形態
観察により，　両株ともに Aspergillus flavus と考え
られた。これら 2 株は， DV-AM 法の検出原理（図
1上）より， AF 生合成中間体（VHA と VOAc）の
蓄積量が異なる菌株と思われたが，最終産物である
AF 産生にも差が見られ，前者は AF 産生（主要 AF

のうち， B タイプの AFB1 と AFB2 を産生），後者の
AF 産生量は検出限界未満であった（図 1④）。
　DV-AM 法の特色として，目視での赤変観察によ
り AF 産生菌を分離できることが挙げられるが，画
像解析を組み合わせ「赤味の強調が起こるか否か」
を見ることで，AF 産生能の差異をより明確に識別
できる可能性が示された。今回，同一の土壌（A19）
から AF 産生能の異なる二系統の A. flavus が検出さ
れた 7）。
　以上より，日本で開発された DV-AM 法は，海
外の圃場土壌でも適用可能であることが示された。
1992 年にリオデジャネイロで調印された生物多様
性条約，ならびに 2010 年の名古屋議定書の採択以
降，締結国間では，生物資源の授受に MAT と PIC

が必要となり，かび毒産生菌を含む糸状菌も例外で

はない。しかし，本共同実験を通じて，DV-AM 法
を，実際に AF 汚染が問題となっているメキシコの
トウモロコシ圃場に普及することが出来たと思われ
る。現在，ロラッズ博士のもとで，DV-AM 法を用
いた AF 拮抗菌の効果（バイオコントロール剤とし
て AF 非産生菌を利用したトウモロコシの AF 汚染
低減）の検証が行われている（ロラッズ博士，私信）。

3．AM法と組み合わせたスクリーニング
　前述の通り， アスペルギルス属のかび毒産生菌の
うち， AF 産生菌は， 主に熱帯および亜熱帯地域に生
息するとされている。日本国内の AF 産生菌の生息
域については， 1950 年代に真鍋らにより日本の広範
な地域での調査が行われ， 日本国内では， AF 産生菌
は， 主に真菌の繁殖や AF の生産に適した気候条件
である沖縄本島のような年間平均気温が 18 度以上
の地域で AF 産生菌が優占していることが明らかに
されている 10）。
　沖縄ではサトウキビが広く栽培されており， サト
ウキビ畑からは， 主要な AF 産生菌である Aspergillus 

flavus， A. parasiticus の分離報告が多い 11）。これら
AF 産生菌のほとんどは，海外で開発された AFPA

（Aspergillus flavus/parasiticus agar）培地法 12）を用い
てスクリーニングされている。著者らは， DV-AM

法を沖縄のサトウキビ畑の土壌試料から AF 産生ア
スペルギルス属菌をスクリーニングするために適用
してみた。
　現地の方々の協力により土壌を採取し， 1 回目の
スクリーニングを行った結果，  土壌サンプル 1 点

（K22）より， 多くの陽性（アンモニア処理により
赤く色調変化）コロニーを見出した（図 2）。1 株

（OKI-12）をピックアップし， 形態観察ならびに分

図 2　DV-AM 法でのコロニー識別
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子系統解析を行った結果， Aspergillus nomius clade 

に位置する A. pseudonomius というマイナーな AF

産生菌の一種であることが判明した（図 3）。よっ
て， DV-AM 法が， A. flavus， A. parasiticus 以外のマ
イナーな AF 産生菌の分離にも適していることが示
された 8）。
　さらに， OKI-12 株が出現したのと同じ土壌サン
プル（K22）を用いてより多種の AF 産生菌の分離
を試みた。この際， DV-AM 法での色調変化の観察
に引き続いて，従来の AM 法を用いたシングルコ
ロニーアッセイを行った。具体的には， DV-AM 法
での陽性コロニーを爪楊枝でピックアップして新し
い GY 培地（グルコースとイーストエキスのみの基
本寒天培地）に移して再培養し， AM 処理するとい

う， 2 ステップのスクリーニングを行った。
　K22 土 壌 を 10 枚 の GYD-DV 平 板 培 地（#1 ～
#10）で培養して DV-AM 法を実施した結果， 39 個
の赤色コロニーが見出された。その後， 各コロニー
をピックアップし， 新しい GY 培地に移して AM 法
でのシングルコロニーアッセイを行い， その形態観
察を行った。生育した 24 コロニーのアスペルギル
ス属菌には，2 グループが存在した。マイナーグルー
プ（OKI-2nd -20 と名付けられた 1 株）は AM 蒸気
で満たされると淡いピンク色を呈し， 大多数のグ
ループ（OKI-2nd -19， OKI-2nd -21 を含む 23 株）は
赤色を呈した（表 2）（図 4上）。
　次いで， OKI-12 と OKI-2nd -20 の抽出物の AF 産
生性を比較した。OKI-2nd -20 は OKI-12 と同様に
主要 AF である AFB1， AFG1， AFB2， AFG2 を産生し
ていたが， 量的に OKI-12 より低く，  AFG1 産生が
ほとんどなかった（図 4下）。このことから， OKI-

2nd -20 は他の主要な分離株とは別種の分離株の可
能性があると考えられた。そこでさらに， 微視的形
態観察ならびに cmd 遺伝子の部分塩基配列に基づ
いて分子系統解析を行った結果，  本菌は Aspergillus 

flavus clade に位置する Aspergillus novoparasiticus の
近縁種であることが示された 9）。
　A. novoparasiticus はコロンビアやブラジルで環境
もしくは臨床起源で報告されたばかりであり， 本
菌種の本邦での検出報告は初めてである 13）。 彼ら
の報告によると，  AF 産生菌の識別法として最も

図 3　OKI-12 株の形態観察と分子系統解析

培地 #
判定

成育せず 非アスペルギルス 薄桃色 赤色
#1 1
#2 1 3
#3 1 1 3
#4 1 3 4
#5 1 1
#6 1
#7 1
#8 1 1 7
#9 2 2 3

#10 1
計 6 9 1 23

表２　単離されたコロニー
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有名な AFPA 培地法（前述）は，  A. novoparasiticus

の識別には適していない。今回，  DV-AM 法とシ
ングルコロニー AM 法の組み合わせにより，A. 

novoparasiticus を AF 産生菌として識別することに
成功した。シングルコロニー AM 法は，  もともと
わが国で AF 産生株の迅速なスクリーニングのため
に開発された簡便な識別法であり，  本研究により，  

毒素産生量による AF 産生株の識別にも有用である
ことが判明した。以上から，  DV-AM 法とシングル
コロニー AM 法の組み合わせは， 圃場土壌に生育す
るアフラトキシン産生菌の多様性の解明に適用でき
ると考えられる。

おわりに
　かび毒のなかでも AF は強い毒性を持ち， 21 世紀
に入っても海外ではなお深刻な食中毒を引き起こし
ている。AF は安定な化合物であるため， 無毒化よ

図 4　AM 法によるシングルコロニーアッセイと HPLC クロマトグラム比較

りも AF の生産段階での制御， すなわち産生菌の検
出と防除がカギとなる。
　今回著者らは， DV-AM 法により，　海外のト
ウモロコシ圃場からメジャーな AF 産生菌であ
る A. flavus で AF 産生能が異なる菌を分離したほ
か， 国内のサトウキビ畑で採取した土壌試料に A. 

pseudonomius と A. novoparasiticus という異なる種の
AF 産生菌が含まれていることを明らかにした。画
像解析や AM 法とのコンビネーションは， 土壌に存
在する様々なアスペルギルス属菌を解明するための
強力な方法になりうる。
　今回の結果は， 異なる毒素産生能を持つ近縁のア
スペルギルス属菌が同一環境下で共存しているとい
う一般的な定説を裏付けるものである。天然物であ
るかび毒の農作物への汚染対策として， 原因菌の動
態解明のみならず， これらのアスペルギルス属菌間
の関係についても今後研究が必要である。
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