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研究成果報告書（研究要旨） 

研究課題名 
かび毒・きのこ毒の発生要因を考慮に入れたリスク評価方法の開発 

（課題番号：0903）（研究期間：平成２１年度～平成２３年度） 

 

主任研究者名 
所属：国立医薬品食品衛生研究所 衛生微生物部  

氏名：小西 良子 （研究課題番号：０９０３） 

本研究では、米のかび毒やきのこ毒の健康影響評価に有用な知見を得るために、米かび

毒の摂取形態モデルの構築、米のかび毒の一斉分析、毒性影響、スギヒラタケの食中毒病

因物質を研究項目として取り上げている。 

 米かび毒の摂取形態モデルの構築では、まず米を対象に、アフラトキシン、オクラトキ

シンンＡ、シトリニンをハザードとし,これらかび毒の炊飯工程における減衰率を明らかに

した。 

 米のかび毒の一斉分析では、食品に付着しているかび叢とそのかび毒産生能の解析およ

び米に汚染する可能性のあるカビ毒を特定し、LC-MS/MS を用いて、アフラトキシン、ス

テリグマトシスティン、オクラトキシン A、シトリニン、パツリン、フモニシンについて、

効率的な一斉分析条件を見出した。 

 毒性影響については、オクラトキシンンＡの遺伝毒性をレポーター遺伝子導入動物を用

いて解析し、オクラトキシン A が腎髄質外帯部に限局的に遺伝毒性を発現することが示唆

された。かび毒に関する以上の成果から、調理による減衰を考慮に入れた各年齢層の暴露

評価およびリスク評価が簡便にできるシミュレーションシートを作成した。このシートに

一斉分析などのモニタリング結果から得られた汚染量を挿入するだけで、瞬時にそれぞれ

のカビ毒の発がんリスクを含めたリスク評価を行うことができる。 

 スギヒラタケの食中毒病因物質の疑いが も高いシアン配糖体の化学構造を明らかにし

その毒性機序を明らかにした。この結果はスギヒラダケのリスク評価に役立つとともにリ

スクコミュニケーションにも資するものである。 
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 事後評価  

研究成果報告書（本体） 

研究課題名 
かび毒・きのこ毒の発生要因を考慮に入れたリスク評価方法の開発 

（研究期間：平成２１年度～平成２３年度） 

 

主任研究者名 
所属：国立医薬品食品衛生研究所 衛生微生物部 

氏名：小西 良子 （研究課題番号：０９０３） 

 

Ⅰ 研究の全体計画 

1 研究期間：平成 21 年～23 年（3 年間） 

 

2 研究目的 

本研究では、米のかび毒やきのこ毒をハザードとし、1）米かび毒の摂取形態モデルの構

築、2）米のかび毒の一斉分析、3）毒性影響、4）きのこ毒の発生要因解析と摂取形態モデ

ルの構築を研究項目として、これらを考慮に入れたリスク評価手法を開発する。 

本研究で開発する米のかび毒およびきのこ毒のリスク評価方法は、発生要因および摂取

形態による毒性発現の解析結果を考慮に入れたもので、発生要因に不明な点が多い自然毒

のリスク評価としては価値の高い評価手法となる。すなわち、今後汚染の可能性があるカ

ビ毒、特に遺伝毒性を有するカビ毒を明らかにし、この研究で確立された方法を用い摂取

量の多い食品が汚染された場合のカビ毒暴露量および健康被害影響を予測するリスク評価

手法を構築することが可能となる。また波及効果としては、今後米のかび毒汚染が検出さ

れたときのリスク評価への重要な知見となり、迅速な対応が可能となる。 

きのこ毒においては、リスクコミニュケーション手法により正確に国民に提供すること

で中毒事故の軽減化に役立つものと期待される。 

 

3 研究内容及び方法等 

（１）研究内容及び方法 

本研究は真菌毒という分野で取り組んでいるが、かび毒ときのこ毒により研究内容お

よび方法が異なっている。カビ毒においては、米カビ毒の摂取形態モデルからその暴露

量、リスク評価手法を構築すると同時に、高感度分析法の開発および遺伝毒性カビ毒の

解明を行う。きのこ毒においては、危害物質の特定が困難であることがリスク表を行う

4 なり、本研究では危害物質の探索、同定、発生要因の究明を行い、リスク評価手法に

貢献するものである。 

1）研究項目 1：米かび毒の摂取形態モデルの構築 

  ①個別課題名ア：かび毒の発生要因の検討 

  米におけるかび毒の発生にはいくつかの要因が考えられる。第一次的には圃場で発生

する要因、すなわち米のかび叢とその構成比が挙げられる。第二次的には貯蔵で発生す

る要因、すなわち湿度や温度などの管理条件である。かび毒産生菌が着生している米を、
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不適切な条件で貯蔵した場合には、かび毒汚染が起こる可能性が高いと考えられる。本

研究ではまず第一次的な発生要因に着目する。かび叢は生産地の土壌菌と深い関わりが

あることから、かび汚染が比較的多い輸入米を対象とし、汚染かび叢を解析することか 

ら、米のかび毒に関わる候補菌を検出し、米に汚染する可能性のあるかび毒を特定する。 

 

②個別課題名イ：米調理食品および加工品でのかび毒の減衰とリスク評価手法の構築 

米に汚染する可能性のあるかび毒の米調理食品および加工品への残存を明らかにする。

さらに国民栄養調査結果をもとに、我が国の国民が主食として摂取する米および米加工

品の摂取形態のモデルを構築し、減衰率を考慮した暴露評価方法をする。この方法はか

び毒汚染のある米を摂取した場合のリスクを数値的に予測する手段となる。 

方法としては、米および米加工品の摂取形態のモデルを、国民栄養調査結果をもとに

統計的方法に基づき推定し、同時に主要な米の摂取形態における 終食品へのカビ毒（ア

フラトキシン、オクラトキシン A、黄変米毒）の移行を実験室レベルで検討し、米調理

食品および加工品でのそれぞれのかび毒の減衰率を明らかにし、両者を考慮に入れた健

康被害リスクを評価する手法を構築する。この手法により、米のアフラトキシン汚染が

検出された場合、我が国の暴露量が推定できるようになる。 

 

2）研究項目 2：米のかび毒の分析 

①個別課題名ウ：米汚染主要かび毒の高感度一斉分析法の確立 

2008 年度に事故米で問題となった遺伝毒性を有するアフラトキシン B1、遺伝毒性を

有すると懸念されるオクラトキシン A および黄変米毒のうち標品が入手可能なものを含

めて高感度で一斉分析が可能な分析法を確立する。分析機器は、選択性の高い LC-MS/MS

を用いる。各化合物について、他の分析手法（HPLC-蛍光検出等）との定量性の比較を

行う。また効率的な前処理法についても検討し、少量の試料での分析の妥当性確認を行

う。 

 

②個別課題名エ：米汚染かびの組み合わせによる産生能の検討 

平成 23 年度からは、初年度で得られた米のかび叢から単離したものを用い、アフラト

キシンおよび黄変米、オクラトキシン A 産生菌の組み合わせにより、どのかび毒が優位

に産生されるかを検討する。方法は米培地にそれぞれの産生菌を一定の割合で摂取し、

種々の温度下で経時的に検体を採取し、産生されたかび毒を LC-MS/MS を用いて分析を

行う。 

 

3）研究項目 3：摂取形態モデルにおける毒性評価 

①個別課題名オ：オクラトキシン A の発がん機序解明 

オクラトキシン A を gpt delta ラットならびにマウスに投与して、標的臓器 DNA 中の

特異的付加体を高精度 LC-MS/MS 法により、酸化的 DNA 付加体を LC-ECD 法により定

量解析し、同時にレポーター遺伝子である gpt の突然変異頻度ならびに変異スペクトラ

ムの解析を実施する。この実験系に対して、P450 誘導剤、抗酸化剤などの修飾効果を加

え、DNA 付加体の変動と in vivo 変異原性の増減を指標に、オクラトキシン A が誘発す
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る変異原性に対する一次的 DNA 損傷ならびに二次的 DNA 損傷の関与の優越性を評価す

る。 

遺伝子障害に引き続き誘導され、DNA 修復あるいは細胞のアポトーシスに関わる蛋白

をコードする p53 欠損 gpt delta マウスならびに酸化的ストレスに応答して、プロモータ

ー領域に抗酸化応答配列を有する酵素群の転写因子として働く蛋白をコードする nrf2 欠

損 gpt delta マウスを用いて、オクラトキシン A 誘発 in vivo 変異原性に対するこれら蛋白

の可能性を探る。 

ラット腎 2 段階発がんモデルを用いて、オクラトキシン A のイニシエーション作用を

検討すると共に、誘発された腫瘍に対してマイクロダイセクション、マイクロアレイ、

RT-PCR を組み合わせた網羅的遺伝子解析を実施し、オクラトキシン A 誘発腫瘍特異的

な増幅あるいは抑制遺伝子群を探求し、上記実験結果と共に総括的にオクラトキシン A

発がん機序の詳細な解明を目指す。 

 

②個別課題名カ：摂取形態モデルに基づく他の米かび毒との複合影響 

｢米かび毒の摂取形態モデルの構築」研究課題の成果に基づき、主要米かび毒、例えば

黄変米毒、アフラトキシンとオクラトキシン A との複合影響を gpt delta ラットを用いた

遺伝毒性、発がん性短期包括的試験法により検討する。 

 

4）研究項目 4：きのこ毒の発生要因解析と摂取形態モデルの構築 

①個別課題名キ：実態調査と発生要因の解析 

各地域におけるスギヒラタケ、ツキヨタケ等におけるシアン配糖体及びillusin Sを分析

法確立及び実態調査する。ツキヨタケに関しては遺伝子判別法を確立する。スギヒラタ

ケの人工培養を検討する。スギヒラタケ中のシアン配糖体の構造解析をする。人工的に

スギヒラタケを培養し、スギヒラタケと同時期に発生する他種の真菌との相互作用がス

ギヒラタケのシアン配糖体の生産能に与える影響等を調べることにより発生要因を解析

する。スギヒラタケは塩漬けや加工によるシアン配糖体の変動を分析し、摂取形態によ

るリスクを評価する。 

②個別課題名ク：摂取形態のモデル構築とその毒性発現影響 

腎摘出ラットでシアンイオンの脳症毒性評価手法の確立を検討する。 

 

4 倫理面への配慮について 

動物実験は、国立医薬品食品衛生研究所実験動物倫理委員会の承認に基づき実施する。

特に、動物愛護の精神に則って動物飼育を行い、動物の処置には倫理規定に十分考慮し、

実験終了時、安楽死においても深麻酔下、苦痛に考慮する。 

 

5 当初計画からの変更点 

（1）初年度の中間評価結果を踏まえた変更点 

○研究項目 1「米かび毒の摂取形態モデルの構築」において、初年度の計画では、かび

毒の発生要因の解析のため、我が国に流通している輸入米の通年にわたる実態調査

を行う予定であったが、中間評価の結果実態調査は一年間以上必要ないという評価
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をいただいたことから、次年度からは、初年度で得られた成果を基に、米への汚染

の可能性があるかび毒を対象に、かび毒汚染のある米を摂取した場合のかび毒暴露

量を数値的に予測することに計画を変更した。初年度で得られた結果により、米の

かび毒汚染の発生要因となるかびの候補菌種を明らかにしたことで、発生要因の解

析の前半部分を終了した。発生要因に関する研究は 終年度に研究項目 2「米のかび

毒の分析」の個別課題「米汚染かびの組み合わせによる産生能の検討」としてさら

に詳細に解析を行う予定である。 

  ○研究項目 1「米かび毒の摂取形態モデルの構築」の個別研究「米調理食品および加

工品でのかび毒の減衰」では、22 年度に、前年度評価途中であるオクラトキシン A

の炊飯調理による減衰効果を明らかにする。また国民栄養調査結果を基に、米の摂

取形態のモデルを構築し、これら摂取形態におけるアフラトキシンの 終食品にお

ける減衰率を明らかにする。さらにこれらのかび毒汚染米を摂取したときの暴露量

を評価する方法を構築する。 

  ○研究項目 3「摂取形態モデルにおける毒性評価」の個別研究「オクラトキシン A の

発がん機序解明」においては、本年度の予定で検討中であるオクラトキシン A の in 

vivo 変異原性評価を実施する。さらに、オクラトキシン A はアポトーシスを誘発す

ることから、p53(-/-) gpt delta mice を用いた in vivo 変異原性試験を実施し、オクラト

キシン A による DNA 傷害に対するアポトーシスの役割を明らかにする。また、「米

かび毒の摂取形態モデルの構築」研究課題の成果に基づき、主要米かび毒、例えば

黄変米毒、アフラトキシンとオクラトキシン A との複合影響を gpt delta ラットを用

いて評価するための基礎データを収集する。 

（1）2 年目の中間評価結果を踏まえた変更点 

○研究項目 4「きのこ毒の発生要因解析と摂取形態モデルの構築実態調査と発生要因

の解析」においては、ツキヨタケの実験計画を中止し、スギヒラタケの脳症毒性実

験関連のみを来年度行う。スギヒラタケからシアン配糖体を精製・分取する。腎障

害モデル動物に分取したシアン配糖体を経口投与し脳症毒性評価手法の確立を検討

する。 
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Ⅱ 平成 21 年度研究成果報告 

1 当該年度の研究目標 

（1）平成 21 年度の具体的目標 

1）米かび毒の摂取形態モデルの構築：米かび毒の摂取形態モデルの構築：流通市販輸入

米の実態調査および文献調査により、米のかび叢を調査検討し、かび毒産生菌の種類

を明らかにする。また、それらの菌におけるかび毒産生能に関する基礎的なデータを

収集し、米のかび毒汚染の発生要因を特定する基礎データを得る。さらにオクラトキ

シン A の 終食品への移行を明らかにする。 

2）米のかび毒分析：1）米かび毒の摂取形態モデルの構築の研究結果から、米汚染の可

能性のあるかび毒を特定し、それらかび毒の一斉分析法を確立する。すでに標準品の

あるかび毒に関しては、実態調査で得られたかび汚染米のかび毒汚染実態を明らかに

する。 

3）摂取形態モデルにおける毒性評価：レポーター遺伝子導入動物を用いてオクラトキシ

ン A の in vivo 変異原性を明らかにする。また、特異的 DNA 付加体の探索を実施する。 

4）きのこ毒の発生要因解析と摂取形態モデルの構築：スギヒラタケのシアン化物イオン

の存在状態を解析し、今年度産のスギヒラタケの実態調査を行う。またツキヨタケの

イルジンの実態調査を行う。スギヒラタケのシアン化物イオンの存在状態の解析を検

討する。ツキヨダケの実態調査を行う。またスギヒラタケの培養条件を検討する。 

 

2 平成 21 年度の主な研究成果 

（1）研究項目ごとの研究成果の概要  

1）研究項目 1：米かび毒の摂取形態モデルの構築（主任・分担：小西 良子） 

   本年度は、米に汚染するかび毒の発生要因となっているかびの特定を行うことを目

的として、市販輸入米 20 検体のかび叢およびその産生かび毒の実態調査を行った。そ

の結果、アフラトキシン産生菌である Aspergillus flavus、オクラトキシン A 産生菌であ

る A.ochraceus、ステリグマトシスティン産生菌である Aspergillus versicolor、黄変米毒

産生菌である P.islandicum、P.citrinum、パツリン産生菌である A.clavatus が検出された。

その検出頻度は A.flavus および P.islandicum は 25 %であり、A.versicolor は 20 %、

A.clavatus、P.citrinum、A.ochraceus は、それぞれ 5 %であった。さらに、かび叢より分

離した A.flavus および P.islandicum には、かび毒産生能を有していることが認められた。 

   次に、主要なかび毒の 終食品への移行を明らかにする目的で、オクラトキシン A

を対象に茹で工程におけるオクラトキシン A の水溶画分への移行を検討した。水溶性

であるオクラトキシん A が茹でる工程を含む 終食品にどの程度残存するかは明らか

にされていない。実験においては、茹でる工程が含まれるパスタをモデルとしてその

移行を検討した。その結果、ゆでたパスタに 70 %、ゆで汁に 23 %程度移行すること

が明らかになり、調理工程で減毒する現象は認められなかった。今回は小麦を原料と

したパスタを用いたが、パスタの需要は特に若者層を中心に高まっており、 近では

米粉を使ったパスタも普及していることから、ここで得られた知見は、 終食品での

オクラトキシン A の残存率を考慮した暴露評価において重要なデータとなると考えら
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れた。 

2）研究項目 2：米のかび毒分析(分担 久城 真代) 

今年度は、市販輸入米中のアフラトキシン類について分析を行った。小西分担研究

者がかび叢の検出に用いた検体と同じ検体を使用した。市販輸入米試料の量が少ない

とのことから、まず、一般的な穀類でのアフラトキシン分析法では 25 g となっている

試料の量について、5 g でも抽出効率・精製効率に問題が無いか、検討を行った。その

結果、添加回収試験において、有意な差が見られなかったことから、試料 5 g を分析

に供することにした。今年度の市販輸入米 20 点について、アフラトキシン類の分析を

行ったところ、いずれも検出限界未満であった。しかしながら、かびの一次代謝産物

であるエルゴステロールが微量検出された試料が有った。エルゴステロールはかび固

有の化合物であるため、かびの着生率の高い検体においては、さらに精製度の高い前

処理法を検討する必要があると考えられた。併行して、選択性の高い分析機器である

LC-MS/MS を用いてアフラトキシン、ステリグマトシスティン、シトリニン、オクラ

トキシン A の分析系の検討を行った。 

3）研究項目 3：摂取形態モデルにおける毒性評価(分担 梅村 隆志) 

レポーター遺伝子導入動物である gpt delta ラットを用いて、オクラトキシン A 5 

 ppm を雌雄各 5 齢に 4 あるいは 13 週間飼料に混じて自由に摂取させ、亜急性毒性試

験項目と共にレポーター遺伝子 gpt 変異頻度解析を実施した。試験期間を通じて、雌

雄共に一般状態、体重および摂餌量に変化は認められず、オクラトキシン A の良好な

摂取が確認された。雄においては腎臓の実重量および相対重量の減少が認められ、雌

では腎臓実重量の減少が認められた。病理組織学的検査では、腎髄質外側外帯にアポ

トーシス、カリオメガリー、尿細管上皮細胞の空胞変性が認められた。投与 13 週目の

雄において、発がん標的臓器である腎臓における gpt mutation assay を実施したところ、

対照群と比較し、オクラトキシン A 投与群の gpt 遺伝子変異頻度に変化は認められな

かった。 

4）研究項目 4：きのこ毒の発生要因解析と摂取形態モデルの構築 (分担 穐山 浩) 

今回行った研究では、今年新潟県村上市で採取したスギヒラタケ検体採取されたス

ギヒラタケからシアノ配糖体由来と思われるシアン化物イオンが検出された。中性糖

分析の結果では、各シアン配糖体のフラクションには Glc と Man が含まれることが確

認された。しかし各フラクションには多糖等の夾雑物が存在していることが明らかに

なった。ツキヨタケの中毒成分である illudin S のた LC/MS/MS による定量法を確立し

た。確立した方法を用いて山形県内で採取したツキヨタケ illusin S の含量を調査した

ところ、32.6～361.2 µg/g の範囲で検出された。スギヒラタケの培養条件の検討では、

57 子実体中 30 子実体で複核菌糸株の分離・培養に成功した。なお、担子胞子から分

離・培養を行ったものも胞子の散布密度が高く、複核菌糸株であると判断した。純粋

培養株は、いずれも木材腐朽菌としては異例に生長が遅く気中菌糸もほとんどみられ

ないコロニー形態を示すことが判明した。比較的生長速度が早いものは 10 株であった。 

 

（2）全体の研究成果 

1）全体の研究成果の要旨 
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かび毒に関しては、米を対象にそのかび叢とそのかび毒産生能の解析および米からの

かび毒分析を行った。その結果、米のかび叢は数種存在しており、いくつかのかび毒産

生菌も着生していた。発がん物質であるアフラトキシンなどを産生する可能性のあるか

びも頻度高く検出され、かび毒産生能を有しているものも認められた。すなわち、米の

かび毒の発生要因の一つとして、米に着生しているかび毒産生能を有するかびが高い確

率で検出されることが挙げられた。発生要因であるかび菌種の候補が明らかになったこ

とから、米に汚染する可能性があるかび毒を特定する基礎的データが得られた。 

終食品におけるかび毒の移行を明らかにするため、初年度はオクラトキシン A を対

象に検討した。特に、茹で工程におけるオクラトキシン A の水溶画分への移行を検討し

た。小麦パスタをモデルとして検討した結果、ゆで汁には 23 %程度しか移行しないこと

が明らかになり、オクラトキシンン A は茹で工程では減衰はあまり期待できない可能性

が示唆された。炊飯工程での米への移行は現在検討中である。 

同時に、米かび叢より検出されたかび毒産生かびから汚染の可能性が推定されたかび

毒を対象に、一斉分析法を検討した。これらのことからかび着生データから米に汚染す

るかび毒の予測を行い、一斉分析および減衰率を検討する対象を決定するための基本デ

ータを得た。 

かび毒の毒性も大きなリスク評価要因であるため、未だ発がん性について決定的なエ

ビデンスがないオクラトキシン A の発がん性に注目して毒性実験を行った。オクラトキ

シン A の遺伝毒性を明らかにすることは、一日耐容摂取量を設定できるか否かの重要な

知見となる。本研究では、レポーター遺伝子導入動物を用いその解明を行った。腎髄質

外側外帯にアポトーシス、カリオメガリー、尿細管上皮細胞の空胞変性が認められた。

投与 13 週目の雄において、発がん標的臓器である腎臓における gpt mutation assay を実施

したところ、対照群と比較し、オクラトキシン A 投与群の gpt 遺伝子変異頻度に変化は

認められなかった。 

きのこ毒に関しては、スギヒラタケにシアノ配糖体が多く含まれていることを初めて

示した。この結果は、すでに危害物質として認識されている化学物質だけでなく、その

配糖体などの副産物および代謝産物にも危害性があることを示唆するものである。今後

は、高リスクグループなどの代謝酵素なども考慮に入れたリスク評価手法の必要性を提

起した。ツキヨタケの中毒成分である illusin S の LC/MS/MS による定量法を確立した。

確立した方法を用いてツキヨタケ中の illusin S の含量を調査したところ、32.6～361.2 

mg/g の範囲で検出された。今後、スギヒラタケ人工培養を通してシアン配糖体を分析し、

シアン配糖体の発生要因を解析する。 

 

2）研究成果の詳細 

（1）米かび毒の摂取形態モデルの構築 

個別課題名ア：かび毒の発生要因の検討 

流通市販輸入米のかび叢の実態調査 

その検出頻度はアフラトキシン産生菌である Aspergillus.flavus およびルテオスカイ

リン、シクロクロロチン産生菌である Penicillium.islandicum は 20 検体中 5 検体から検

出された（検出頻度 25 %）。ステリグマシスティン産生菌は 20 検体中４検体から（検
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出頻度 20 %）、パツリン産生菌（A.clavatus）、シトリニン産生菌（P.citrinum）、オ

クラトキシン産生菌（A.ochraceus）は、それぞれ 20 検体中１検体から検出された（検

出頻度 5 %）。さらに、検出された A flavus のアフラトキシン産生能および P.islandicum,

のルテオスカイリン産生能を測定した結果、かび毒産生に適した条件下では、両菌種

ともかび毒産生能を有していることが認められた（表 1）。 

 

表 1. 米のかび叢中のかび毒産生菌とその頻度  

    

頻度高く検出されるかび毒産生菌 
産生する可能性のあるかび毒 

菌種 検出頻度* 

Aspergillus.flavus 25 % アフラトキシン 

Penicillium.islandicum 25 % ルテオスカイリン、シクロクロロチン 

A.versicolor 20 % ステリグマシスティン 

P.citrinum 5 % シトリニン   

A.clavatus 5 % パツリン   

A.ochraceus 5 % オクラトキシン 

    

* 試料に供した 20 検体を分母として、検出された試料の割合を算出した。 

 

アフラトキシン産生菌である Aspergillus flavus とルテオスカイリン産生菌である

P .islandicum、においてはその産生能を検討した結果 7 菌種中 1 菌種にアフラトキシン

産生能が、7 菌種中 3 菌種にルテオスカイリン産生能が認められた。 

個別課題名イ：米調理食品および加工品でのかび毒の減衰とリスク評価手法の構築 

オクラトキシン A の茹で工程を含む調理における減衰 

オクラトキシン A は米に汚染する可能性が有るかび毒の一つである。米の調理加工

において、炊く、茹でる、焼くなどの調理工程があるが、水溶性であるオクラトキシ

ン A が茹でる工程を含む調理品にどの程度残存するかは明らかにされていない。その

ため、茹でる工程が含まれるパスタをモデルとして、その減衰を検討した。その結果、

ゆでたパスタに 70 %、ゆで汁に 23 %程度残存することが明らかになり、オクラトキ

シン A は茹で工程での減衰は期待できないことが示唆された。食生活の欧米化に伴い、

パスタは若い人に好まれ、その需要は年年高まっている。 近では米粉を使ったパス

タも普及しており、ここで得られた知見は、 終食品でのオクラトキシン A の残存率

を考慮した暴露評価において重要なデータとなる。 

（2）米のカビ毒の分析 

個別課題名ウ：米汚染主要かび毒の高感度一斉分析法の確立 

①米のかび毒の実態調査 

今回送付されてきた市販輸入米 20 点について、アフラトキシンの分析を行うために

試料の量を検討した。その結果、低レベル（1.2 ppb）のアフラトキシン添加回収試験

において、試料 25 g と 5 g では有意な差が見られなかった(表 2)。 試料 5 g を用いて、

従来法である HPLC-蛍光検出法でアフラトキシンの分析を行ったところ、いずれも検
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出限界未満であった(表 3)。しかしながら、かびの一次代謝産物であるエルゴステロー

ルが微量検出された。エルゴステロールはかびが有する化合物であることから、前処

理を検討する必要が示唆された。また、選択性の高い分析機器である LC-MS/MS を用

いてアフラトキシン、ステリグマトシスティン、シトリニン、オクラトキシンの分析

系の検討を行ったところ、主要アフラトキシン類の一部に関して、HPLC-蛍光法の方

で LC-MS/MS 法よりも定量限界が低い化合物が見出された。 

 

表 2．試料重量による回収率の違い (1.2 ppb 添加) 

5 g 25 g

アフラトキシンB1回収率 92.9+5.3a 87.8+5.8a

試料重量 (n=3)

 
a 英小文字が異なる場合は有意差有り（p<0.05） 

 

表 3．ミニマムアクセス米 20 点中アフラトキシン類の分析結果 

かび毒 検出限界未満 検出限界以上、定量限界未満 定量限界以上
アフラトキシンB1 20 20 0 0
アフラトキシンB2 20 20 0 0
アフラトキシンG1 20 20 0 0
アフラトキシンG2 20 20 0 0

総検体数
下の濃度範囲内の検体数

 

検出限界： アフラトキシン B1 0.34 ppb, アフラトキシン B2 0.032 ppb, アフラトキ

シン G1 0.44 ppb, アフラトキシン G2 0.14 ppb, 定量限界： アフラトキ

シン B1 0.68 ppb, アフラトキシン B2 0.064 ppb, アフラトキシン G1 

0.88 ppb, アフラトキシン G2 0.28 ppb. 

 

（3） 摂取形態モデルにおける毒性評価 

個別課題名オ： オクラトキシン A の発がん機序解明 

レポーター遺伝子導入動物である gpt delta ラット雌雄各群 5 例に、発がん用量として報

告されているオクラトキシン A 5 ppm を 4 週間あるいは 13 週間 CRF-1 粉末飼料に混じて

自由に摂取させ、亜急性毒性試験項目と共にレポーター遺伝子 gpt 変異頻度解析を実施し

た。対照群には CRF-1 粉末飼料を自由に摂取させ、さらに陽性対照群には 20 mg/kg 

diethylnitrosamine（DEN）を週一回腹腔内投与した。試験期間を通じて、雌雄共に一般状態、

体重および摂餌量に変化は認められず、オクラトキシン A の良好な摂取が確認された。血

清生化学的検査では、腎機能パラメータである CRN が投与 4 週目の雄および 13 週目の雌

において、対照群と比較し有意な高値を示したが、BUN に変化は認められなかった。臓器

重量では、投与 4 および 13 週目の雄の腎実重量および相対重量の減少、雌の腎実重量の減

少が認められた。病理組織学的検査では、投与 4 週目より、雌雄のオクラトキシン A 投与

群の腎髄質外側外帯に尿細管上皮細胞のアポトーシス、カリオメガリーならびに空胞変性

が高頻度に認められ、投与 13 週目では全例に観察された（図 1、表 4）。一方、腎皮質を含

むその他の部位に著変は認められなかった。13 週目の雄の腎臓について gpt mutation assay

を実施したところ、陽性対照群である DEN 投与群では対照群と比較し gpt 遺伝子変異頻度
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が約 12 倍上昇し、有意な増加となったが、オクラトキシン A 投与群において変化は認め

られなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1．オクラトキシン A を投与した F344 gptΔラットの腎組織学的所見 

 

表 4．尿細管上皮細胞のアポトーシス、カリオメガリーおよび空胞変性の発生頻度 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

OTA:オクラトキシン A 

 

（4）きのこ毒の発生要因解析と摂取形態モデルの構築 
個別課題名キ：実態調査と発生要因の解析 

① スギヒラタケのシアン化物イオンの存在状態解析スギヒラタケ中のシアン配糖体分

析を検討したところ、新潟県で採取したスギヒラタケ 18 検体より、シアン配糖体由来と

思われるシアン化物イオンを 60 µg/g から 240 µg/g の範囲で検出した。その後、スギヒ

ラタケより抽出した各フラクションを、Conway cell を用いて Emulsin で酵素消化し、遊

離したシアン化物イオンを NaOH に捕集することによって、スギヒラタケ中に含まれる

シアン化物イオンの量を測定した。その結果、Fr. 1, 2, 3 からはシアン化物イオンのピー

クが確認されたが、Fr．4 からはシアン化物イオン由来のピークが確認されなかった。し

かし、Fr. 1, 2, 3 で確認されたシアン化物イオンのピークが遊離のシアン化物イオンであ

れば Emulsin を加えなくても 10 % H2SO4 による pH 変化のみでシアン化物イオンのピー

クが出るはずである。そこで、Fr. 1, 2, 3 で検出されたシアン化物イオンのピークが、ス

ギヒラタケ中に含まれる遊離のシアン化物イオン由来のものかシアノ配糖体由来のシア

ン化物イオンなのかを確認するために、Fr. 1, 2, 3 を Emulsin を用いずに 10 % H2SO4 に

OTA (4 weeks) OTA (13 weeks)

Male

Control (13 weeks)

Apoptosis (     ) and karyomegaly (     ) in proximal tubular epithelial cells in the outer stripe 
of the outer medulla.  Magnification: ×400.
Apoptosis (     ) and karyomegaly (     ) in proximal tubular epithelial cells in the outer stripe 
of the outer medulla.  Magnification: ×400.

Males Females

Control OTA Control OTA

Apotosis 0 5 0 4

Karyomegaly 0 5 0 4

Vacuolation 0 2 0 4

Males Females

Control OTA Control OTA

0 5 0 5

0 5 0 5

0 5 0 5

No. of animals examined 4 5 4 4 4 5 4 5

4 weeks 13 weeks
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よる pH 変化でのみシアン化物イオンの捕集を行った。Fr. 1, 2, 3 で CN- 由来のピークが

少量ではあるが確認された。このピークは、pH 変化で捕集できた遊離のシアン化物イオ

ンのピークと、10 % H2SO4 によってシアノ配糖体が壊れ、配糖体由来シアン化物イオン

を捕集したピークの 2 つの可能性が考えられた（図 2, 表 5） 

 

図 2. 各フラクションとシアン化物イオン標準液のクロマトグラム 

 

 

表 5. 各フラクションのシアン化物イオンの濃度 

 CN- 濃度 (µM) 遊離CN-
 濃度 (µM) 配糖体CN-

 濃度 (µM)
Fr.1 1.95 0.24 1.71
Fr.2 1.2 0.19 1
Fr.3 0.9 0.14 0.76  

 

② ツキヨタケの illusin S 分析法の確立と実態調査 

ツキヨタケの中毒成分である illudin S の LC/MS/MS による定量法を確立した。確立

した方法を用いて山形県内で採取したツキヨタケ illusin S の含量を調査した。シイタ

ケやムキタケと間違えやすい大きさ(30 g 前後)のツキヨタケを 5 個ずつ選んで測定し

た。illudin S 含量は山形県西川町志津から採取した試料では 32.6～242.7 µg/g、山形県

湯殿山では265.7～361.2 µg/g、山形県羽黒では 71.5～295.2 µg/gと大きく異なっていた。

Fr.1 Fr.2 Fr.3

Fr.4 1 µM CN- STD

Retention time (min)

F
lu

or
es

ce
nc

e 
in

te
ns

ity
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次に山形県湯殿山で採取したツキヨタケ(2.18～120.3 g、15 個)について大きさの違い

による単位重量当たりの illudin S 含量を測定した。その結果 illudin S 含量には個体差

が見られ、ツキヨタケの重量との間にはっきりとした相関は認められなかった。 

 

③ スギヒラタケの培養条件の検討 

57 子実体中 30 子実体で複核菌糸株の分離・培養に成功した。なお、担子胞子から分

離・培養を行ったものも胞子の散布密度が高く、複核菌糸株であると判断した。純粋

培養株は、いずれも木材腐朽菌としては異例に生長が遅く気中菌糸もほとんどみられ

ないコロニー形態を示すことが判明した。MYA 培地で培養したものの方が PDA 培地

で培養したものよりも、若干、生長が速かったが、生長速度の顕著な改善はみられず、

コロニー形態の変化もみられなかった。この内、比較的生長速度が早いものは 10 株で

あった。なお、生長速度を指標とする限り、発生樹種による相違はみられなかった。 

 

3）考察及び結論 

初年度は、流通市販輸入米かびの調査を行い、かび毒の発生要因であるかびを明らかに

することを目的とした。米にはアフラトキシン、オクラトキシン、シトリニン、パツリン、

ステリグマシスティン、ルテオスカイリン、シクロクロロチンを産生するかび毒産生菌が

検出された。米の輸出国はタイ米であったことから、熱帯・亜熱帯に生育するアスペルギ

ルス属のかびの着生率が高かったと考えられるが、ペニシリウム属もアスペルギルス属と

同様に検出された。そのうち、アフラトキシン産生菌である Aspergillus flavus とルテオスカ

イリン産生菌である P.islandicum,においてはその産生能を検討した結果、毒素産生に適した

条件下ではそれぞれ産生能が認められた。この結果から貯蔵環境、運搬条件によってはか

び毒が産生される可能性もあることが示唆された。すなわち、かび毒の健康影響評価には、

その発生要因である原料に着生するかび叢を掌握することが必須であることが示唆された。

この調査の結果を踏まえて、米に汚染する可能性の高いかび毒を特定する基礎的データが

得られ、理化学的手法によって効率的にかび毒汚染の実態把握ができると考えられた。 

オクラトキシン A の減衰試験では、オクラトキシン A の水への移行を明らかにする目的

で、パスタを対象に 終可食部への残存を検討した。その結果約 70 %のオクラトキシン A

が残存しており、オクラトキシン A のゆで汁への移行は期待できないことが明らかになっ

た。昨今、米粉の普及の手段として、米粉パスタの開発が行われている。また、10 代、20

代の年齢層では、主食としてパスタを摂取する傾向が見られる。そのような背景から、米

の種々の摂取形態を想定して、それらの減衰率のデータを蓄積することは、我が国のより

現実を反映した暴露評価に有用な知見となる。 

かび毒一斉分析の予備分析としてアフラトキシンの LC/MS/MS での分析法を確立し、か

び叢を分析した市販流通輸入米を用い、アフラトキシンを測定した。アフラトキシン産生

かびである Aspergillus flavus が検出された試料においても、アフラトキシン B1 を含む主要

アフラトキシン類については検出されなかった。 

 毒性に関しては、米汚染主要かび毒の一つで、その発がん機序に遺伝毒性ならびに非遺

伝毒性メカニズムの両方の可能性が推測されているオクラトキシン A を取り上げ、リスク

評価にとって重要なこの問題を解決するために reporter gene assay を中心にその発がん機序
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の検討を行った。オクラトキシン A 投与に起因して髄質外側外帯の尿細管上皮細胞に種々

の変化が認められたが、いずれも過去に報告されている変化と同様のものであった。オク

ラトキシン A の腎臓中の動態は近位尿細管に発現する有機アニオントランスポーターに依

存していると考えられており、部位特異的な毒性発現にはこのトランスポーターの関与が

示唆されている。投与 13 週目での雄の腎臓における gpt mutation assay の結果、gpt 遺伝子

変異頻度に影響は認められなかった。しかし、オクラトキシン A の毒性影響が局所に生じ

ていることから、腎全体から抽出した genomic DNA 内の gpt 遺伝子変異頻度解析では、オ

クラトキシン A の遺伝毒性を検出できなかった可能性も考えられた。アポトーシスならび

にカリオメガリーの出現は DNA 傷害との関連性を示唆するものであり、また、オクラト

キシン A によるアポトーシスは p53 依存性であることが報告されていることから、今後、

p53 欠損 gpt delta マウスを用いた reporter gene assay を行うと共に、オクラトキシン A が引

き起こす DNA 傷害に対するアポトーシスの役割について詳細な検討を行う予定である。

また、引き続き雌の gpt mutation assay に加え、欠失変異検出系である Spi- assay も実施し、

オクラトキシン A の in vivo 変異原性評価を総合的に行うこととする。 

きのこ毒の発生要因解析と摂取形態モデルの構築実態調査と発生要因の解析においては

下記の通りである。 

今回行った研究では、スギヒラタケ中にシアン配糖体の存在を初めて明らかにした。ス

ギヒラタケ抽出液のFr. 1, 2, 3からシアノ配糖体由来と思われるシアン化物イオンが検出さ

れた。しかし、各フラクションには、シアノ配糖体以外にも糖鎖などの夾雑物の存在が確

認された。そこで、今後の研究では、まずシアノ配糖体が含まれていると思われる Fr. 1, 2, 
3 に混在している夾雑物を取り除き、各フラクションを精製する。その後、各フラクショ

ンに含まれるシアノ配糖体の構造を NMR 及び MS を用いて決定する。ツキヨタケの中毒

成分である illudin S の LC/MS/MS による定量法を確立した。確立した方法を用いて山形県

内で採取したツキヨタケ illusin S の含量を調査したところ、32.6～361.2 µg/g の範囲で検出

された。 

なお、illusin S の産生には水分含量や生育する木の種類、場所、気象条件など様々な要因

が考えられたが、特定することは困難であった。 

 スギヒラタケの培養を検討した。スギヒラタケは比較的腐朽の進んだ針葉樹の材上に発

生することが知られている。このため、同菌はより分解の進んだ材の状態に近い、換言す

れば真菌やバクテリアの増殖によって C/N 比の低下した環境への適応が想定される。以上

のことから、同菌の生長速度を増大させるには、PDA 培地や MYA 培地に比べて C/N 比が

低い培地の調製や杉材などの抽出物の添加、さらにスギヒラタケとほぼ同時期に発生する

他の真菌種との対峙培養などを試みる必要があると考えられる。上記のような培養条件を

詳細に検討し、スギヒラタケの成長を促進させる培養条件の検討が必要と考えられた。併

せてシアン配糖体を測定することにより、培養条件とシアン配糖体の産生量の関連を解明

することができると考えられる。 

 

3 本研究を基に発表した論文と掲載された雑誌名のリスト（論文は添付すること） 

 なし 

 

4 本研究を基にした学会発表の実績 
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なし 

 

5 特許及び特許出願の数と概要 

なし 

 

6 その他（各種受賞、プレスリリース、開発ソフト・データベースの構築等）の実績 

なし 

 

7 今後の問題点等 

今年度の米のかび叢の結果から、表 1 で示されるよう黄変米毒を産生する可能性のあ

るかび（P.islandicum）が頻度高く検出された。しかしルテオスカイリン、シクロクロロ

チンなど、標準品がないものも多く、実態調査ができないかび毒があることが大きな問

題点である。今後標準品を作製することも併行して行っていく必要があると思われる。 

 アフラトキシン類について、HPLC-蛍光法の方で LC-MS/MS 法よりも定量限界が低

い化合物が見出された。LC-MS/MS での一斉分析を改善するとともに、適宜他の方

法を検討しながら進めたい。 

 p53 欠損 gpt delta マウスを用い、オクラトキシン A によるアポトーシスと DNA 傷害

との関連性を明確にする。 

 かび毒に関しては、米に汚染する可能性が高いかび毒を対象に、分析法、 終食品

への移行、毒性の評価を各分担者が行い、それぞれの成果を合わせて、我が国の米

の摂取形態に則した暴露評価シナリオを構築する。 

 スギヒラタケ中のシアン配糖体の構造解析に時間を要することが予想される。 

 スギヒラタケ培養において生長速度が遅く、進行が遅れる可能性がある。 

 ツキヨタケの採取時期は短く、来年度は留意したいと考えている。 

 かび毒では、米に着生するかびが も重要な発生要因と考え、初年度にかび叢の検

出を行った。試料数は限られてはいたが、米を汚染する可能性のあるかび毒を産生

するかびが検出された。このことから、米のかび着生状況は、かび毒の汚染を予測

するために評価すべき項目であることが示唆された。きのこ毒に関しては、きのこ

毒の存在状態解析をまず解析し、毒性素因本体をシアン配糖体であることを明らか

にする（1 年目-2 年目）。発生要因を評価するためにスギヒラタケ培養条件を変動さ

せ、スギヒラタケと同時期に発生する他種の真菌との相互作用がスギヒラタケのシ

アン配糖体の生産能に与える影響についても明らかにする。（1-3 年目）。 
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Ⅲ 平成 22 年度研究計画 

1 平成 22 年度の具体的目標 

  昨年の米のかび叢の成果から、輸入米の米からオクラトキシン A、アフラトキシン、

シトリニン、ルテオスカイリン、シクロクロロチン、パツリン産生菌が検出されること

が明らかになった（平成 21 年度研究成果 表 1 参照）。 

中間評価の結果より、研究個別課題間の統一性、見えにくいとの指摘をいただき、研

究内容の見直しを行った。かび毒関係では、前年度に検出された米のかび叢で検出され

たかび毒産生菌から米に汚染すると予想されるかび毒を選出し、その一斉分析を検討す

る。 

「米かび毒の摂取形態モデルの構築」では、アフラトキシンの炊飯米および米加工品

（せんべい、米粉パスタ等）への移行を添加回収試験により行う。また、国民栄養調査

結果をもとに米および米加工品の摂取形態のモデルを構築し、アフラトキシンの 終食

品での減衰率を考慮した暴露評価方法を開発する。またルテオスカイリン、シクロクロ

ロチンに関しては、培養、精製を行い、標準品を作製し 終年度に行う 終食品への移

行実験に資する。 

毒性研究については、レポーター遺伝子導入動物を用いてオクラトキシン A の in vivo

変異原性を明らかにし、特異的 DNA 付加体の探索を実施する。さらに、前年度の結果

を踏まえ、オクラトキシン A 誘発アポトーシス機序の解明を行い、オクラトキシン A に

よる DNA 傷害に対するアポトーシスの役割を解明する。また、主要米かび毒の生態影

響についての基礎的データを収集する。 

きのこ毒では、平成 22 年度はスギヒラタケ中のシアン配糖体の詳細構造を MS 及び

NMR により解析する。スギヒラタケに関しては、塩漬けや加工によるシアン配糖体の変

動を調査し、摂取形態によるリスクを評価する。また昨年に引き続き、スギヒラタケの

子実体の人工培養の検討では、抗生物質含有 PDA 培地を用いて、子実体組織及び子実体

の雑菌汚染が著しいものでは担子胞子から分離・培養の検討を行う。併せて発生要因を

評価するために培養条件を変動させ、スギヒラタケと同時期に発生する他種の真菌との

相互作用がスギヒラタケのシアン配糖体の生産能に与える影響についても明らかにする。

平成 23 年度には腎摘出ラットや慢性腎疾患モデル動物を用いてシアンイオンあるいは

シアン配糖体の脳症毒性評価手法の確立を検討する。 

 

2 研究内容及び方法 

（1）研究項目 1：米かび毒の摂取形態モデルの構築 

個別課題名イ：米調理食品および加工品でのかび毒の減衰 

   アフラトキシンを対象とし、炊飯や米加工品などでの減衰を検討する。米を炊く、

蒸す、茹でる、焼くという調理工程での減衰を、米にアフラトキシンを添加して検討

する。さらに国民栄養調査結果をもとに我が国の国民が主食として摂取する米および

米加工品の摂取形態のモデルを構築し、調理工程での減衰率を考慮した暴露評価方法

を開発する。すなわちアフラトキシンが米に汚染した場合、我が国で米の摂取形態に

おける暴露量を推定できる評価法を構築する。 

   また初年度に得られた米のかび叢から産生される可能性のあるルテオスカイリン、
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シクロクロロチンを対象に、産生菌株の培養、精製を行い、実態調査の標準品および

終食品への移行実験に資する。 

 

（2）研究項目 2：米汚染主要かび毒の一斉分析法の確立 

  昨年度のかび叢の研究成果から、米に汚染する可能性があり、現在標準品が入手でき

るかび毒であるアフラトキシン、オクラトキシン A、ステリグマトシスティン、シトリ

ニン、パツリンを対象に LC/MS/MS を用いた一斉分析法を前処理段階から検討する。 

個別研究課題ウ：米汚染主要かび毒の一斉分析 

   アフラトキシン、オクラトキシン A、ステリグマトシスティン、シトリニン、パツ

リンの一斉分析を検討する。また効率的な前処理法についても検討し、少量の試料で

の分析の妥当性確認を行う。 

 

（3）研究項目 3：摂取形態モデルにおける毒性評価 

  レポーター遺伝子導入動物を用いてオクラトキシンAの in vivo変異原性を明らかにし、

特異的 DNA 付加体の探索を実施する。また、主要米かび毒の生態影響についての基礎

的データを収集する。 

個別研究課題オ：オクラトキシン A の発がん機序解明 

前年度で評価途中である in vivo 変異原性評価を引き続き行う。具体的には、オクラ

トキシン A を投与した雌におけるレポーター遺伝子 gpt 変異頻度（点突然変異）、雌雄

におけるファージ由来 red/gam 遺伝子変異頻度（欠失変異）ならびにそれらの変異ス

ペクトラム解析を継続して実施する。また、標的臓器である腎臓 DNA 中の

8-hydroxydeoxyguanosine レベルを LC-ECD により、オクラトキシン A 特異的 DNA 付

加体を LC-MS/MS により探索する。 

   オクラトキシン A の毒性影響が腎臓髄質外帯外層局所的に生じていたことから、前

年度の腎全体から抽出した genomic DNA 内の gpt 遺伝子変異頻度解析では、オクラト

キシン A の遺伝毒性を検出できなかった可能性が考えられた。これを踏まえ、本年度

では、雄の gpt delta ラットに 5 ppm のオクラトキシン A を 4 週間餌に混じて投与し、

剖検時に肉眼的に髄質外帯を採取し、髄質外帯における gpt 遺伝子変異頻度および

red/gam 遺伝子変異頻度ならびにそれらの変異スペクトラム解析を行うことで、さら

に詳細なオクラトキシン A の in vivo 変異原性の評価を実施する。 

前年度の実験結果から、オクラトキシン A 投与により腎臓髄質外帯外層において

DNA 傷害を示唆するアポトーシスやカリオメガリーが顕著に認められた。アポトーシ

スは DNA 傷害に引き続き誘導され、DNA 修復あるいは細胞のアポトーシスに関与す

る p53 蛋白質に依存した変化である可能性が考えられる。一方で、オクラトキシンが

他のアポトーシス関連因子を活性化させ、p53 非依存的な経路によりアポトーシスを

誘発した可能性も考えられる。そこで、本年度は、p53 遺伝子を欠損した gpt delta マ

ウスを用い、オクラトキシン A が引き起こす DNA 傷害に対するアポトーシスの役割

について、gpt 遺伝子変異頻度および red/gam 遺伝子変異頻度ならびにそれらの変異ス

ペクトラム解析に加え、Real time RT-PCR 法を用いた mRNA 発現や Western blotting 法

を用いたタンパク質発現の検索など詳細な解析を行う。また、オクラトキシン A は酸
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化的ストレスを誘発することが報告されていることから、酸化的ストレスに応答して

プロモーター領域に抗酸化応答配列を有する酵素群の転写因子として働く蛋白をコー

ドする nrf2 を欠損した gpt delta マウスを用いて、オクラトキシン A 誘発 in vivo 変異原

性に対する酸化ストレスの役割についても同様な手法を用い、詳細な解析を行う。 

 

個別研究課題カ：摂取形態モデルに基づく他の米かび毒との複合影響 

「米かび毒の摂取形態モデルの構築」研究課題の成果に基づき、主要米かび毒、例

えば黄変米毒、アフラトキシンとオクラトキシン A との複合影響を gpt delta ラットを

用いた短期包括的試験法により検討する。本年度は、短期包括的試験を実施するため

の用量設定試験を同系統のラットを用いて実施する予定である。 

 

（4）研究項目 4：きのこ毒の発生要因解析と摂取形態モデルの構築実態調査と発生要因の

解析  

研究内容：スギヒラタケ中のシアン配糖体の詳細構造を明らかにする。ツキヨタケの

illusin S の分析に関しては、塩漬けによる illudin S の変動を調査し、摂取形態によるリス

クを評価する。また昨年に引き続き、スギヒラタケの子実体の人工培養の検討では、抗

生物質含有 PDA 培地を用いて、子実体組織及び子実体の雑菌汚染が著しいものでは担子

胞子から分離・培養の検討を行う。併せて発生要因を評価するために培養条件を変動さ

せ、スギヒラタケと同時期に発生する他種の真菌との相互作用がスギヒラタケのシアン

配糖体の生産能に与える影響についても明らかにする。 

 

研究方法： シアン配糖体の構造を MS 及び NMR により構造を解析する。スギヒラタケ

のシアン配糖体の分析に関しては、一定期間塩蔵し、塩蔵前と塩藏後のシアン配糖体の

含量を調査する。スギヒラタケの子実体の人工培養は、抗生物質含有 PDA 培地を用い

て、子実体組織及び子実体の雑菌汚染が著しいものでは担子胞子から分離・培養を行う。
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IV. 平成 22 年度研究成果報告 

1 当該年度の研究目標 

1) 米かび毒の摂取形態モデルの構築： 

今年度は、アフラトキシンの炊飯米および米加工品への移行実験を行い、国民栄養

調査結果をもとに構築する米および米加工品の摂取形態のモデルを構築し、減衰率を

考慮したリスク評価方法を検討する。またルテオスカイリン、シクロクロロチンに関

しては、培養、精製を行い、実態調査の標準品を作成および 終食品への移行実験に

資する。 

2) 米のかび毒分析： 

米を汚染する可能性のある主要かび毒について一斉分析法を検討する。検討した一

斉分析法を用いて、米を汚染するかび叢の組み合わせによっていずれのかび毒が優位

に産生されるかを解析する。 

3) 摂取形態モデルにおける毒性評価： 

レポーター遺伝子導入動物を用いてオクラトキシン A の in vivo 変異原性を明らかに

し、特異的 DNA 付加体の探索を実施する。さらに、前年度の結果を踏まえ、オクラ

トキシン A 誘発アポトーシス機序の解明を行い、オクラトキシン A による DNA 傷害

に対するアポトーシスの役割を解明する。また、主要米かび毒の生態影響についての

基礎的データを収集する。 

4) きのこ毒の発生要因解析と摂取形態モデルの構築： 

スギヒラタケ中のシアン配糖体の詳細構造を解析する。スギヒラタケに関しては、

塩漬けや加工によるシアン配糖体の変動を調査し、摂取形態によるリスクを評価する

。また昨年に引き続き、スギヒラタケの子実体の人工培養の検討では、抗生物質含有

PDA培地を用いて、子実体組織及び子実体の雑菌汚染が著しいものでは担子胞子から

分離・培養の検討を行う。併せて発生要因を評価するために培養条件を変動させ、ス

ギヒラタケと同時期に発生する他種の真菌との相互作用がスギヒラタケのシアン配

糖体の生産能に与える影響についても明らかにする。ツキヨタケのilludin Sの分析に

関しては、塩漬けによるilludin Sの変動を調査し、摂取形態によるリスクを評価する。 

 

2 当該年度の主な研究成果 

（1）研究項目ごとの研究成果の概要  

1）研究項目 1：米かび毒の摂取形態モデルの構築（主任・分担：小西 良子） 

個別課題イ：米調理食品および加工品でのかび毒の減衰とリスク評価手法の構築 

 炊飯、味噌、茹で白玉粉団子、蒸し上新粉団子による総アフラトキシンの減衰を

検討した結果、うるち米およびもち米炊飯ではアフラトキシン B1, B2 はほぼ 100 %残

存しており、アフラトキシン G1, G2 は、78-65 %残存していた。味噌では、1 か月熟

成後アフラトキシン B1 は 56 %, アフラトキシン B2, G1 および G2 は 72-83 %残存し

ていた。白玉粉団子は茹で工程においては 5 分後にそれぞれのアフラトキシンは残存

率が 76-60 %となり、それ以後は 10 分後まで変化はなかった。上新粉団子は蒸し工程

においては、30 分後まで経時的に減衰が認められたが、アフラトキシン B1 はほとん

ど減衰しなかった。 
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   これらの結果を踏まえ、主食である米および副食として摂取量の多い味噌の摂取量

を基に、米がアフラトキシンに汚染されていた場合のアフラトキシン暴露量を推定す

る評価法を構築した。たとえば米および味噌麹が、平均で総アフラトキシン 1 μg/kg

の汚染があった場合、我が国の国民の 50 パーセンタイルでアフラトキシン B1 の暴露

量は 2.67 ng/体重 1 kg/1 日（発がんリスク：0.04 人/10 万人）となる。同様に平均で

0.5 μg/kg汚染があった場合１日の暴露量は 1.33 ng/体重 1 kg/1日（発がんリスクが 0.02

人/10 万人）、平均で 0.1 μg/kg 汚染があった場合 1 日の暴露量は 0.26 ng/体重 1 kg/1 日

（発がんリスクが 0.004 人/10 万人）であると推定された。 

 以上の結果から、摂取量の極めて多い主食および副食が総アフラトキシンに汚染

された場合には、汚染量が極めて少量であっても健康被害リスクが非常に高いことが

想定された。すなわち主食となる食品においては、特に発がん性カビ毒の汚染は高感

度での分析法の確立および実態調査が重要であることが強く示唆され、本研究で構築

したリスク評価手法が健康被害の予測予防に有効であると考えられた。 

 

2）研究項目 2：米のかび毒分析（分担 久城 真代） 

個別課題ウ「米汚染主要かび毒の高感度一斉分析法の確立」については、LC-MS/MS

の 2 機種（API3000＠国立衛研ならびに 4000Qtrap＠食総研）を用いて、アフラトキシ

ン、ステリグマトシスティン、オクラトキシン A、シトリニン、パツリン、フモニシ

ンについて、効率的な一斉分析条件を見出すことができた。前処理については、シト

リニンで回収率が低かったが、他のかび毒では良好であった。 

一方、安定した共培養モデルの確立のために、再現性のある培養を試みたが、コメ培

養ではデータのばらつきが大きく、次年度計画の個別課題イ「米汚染かびの組み合わ

せによる産生能の検討」の遂行には困難が予想された。 

 

3）研究項目 3：摂取形態モデルにおける毒性評価（分担 梅村 隆志） 

前年度に引き続き、オクラトキシン A 投与 13 週目の腎臓における in vivo 変異原

性評価を実施した結果、雄の red/gam 遺伝子変異頻度ならびに雌の gpt および Spi-遺

伝子変異頻度に差は認められなかった。 

オクラトキシン A は髄質外帯外層特異的な毒性発現を誘発することから、本年度で

はオクラトキシン A 5 ppm を 4 週間混餌投与し、腎皮質および髄質外帯部における in 

vivo 変異原性評価を実施した。その結果、皮質部においては gpt および red/gam 遺伝

子変異頻度共に対照群と比較し、差は認められなかった。一方、髄質外帯部において

は、gpt 遺伝子変異頻度に変化は認められなかったものの、red/gam 遺伝子変異頻度は

約 3 倍上昇し、有意な差となった。 

オクラトキシン A 誘発 in vivo 変異原性に対する癌抑制遺伝子 p53 の役割を調べるた

めに、野生型である gpt delta（WT）マウスおよび p53 欠損 gpt delta（p53 KO）マウス

にオクラトキシン A を 0, 1, 5 mg/kg の用量で 4 週間強制経口投与し、標的臓器腎臓に

おける in vivo 変異原性を実施した。その結果、WT および p53 KO マウス共に、ラッ

ト同様、腎臓髄質外帯外層部尿細管上皮細胞に、アポトーシスおよびカリオメガリー

が認められ、p53 KO マウスでは、それら発現頻度が WT と比較し、有意な増加ある
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いは増加傾向を示した。In vivo 変異原性評価の結果、WT マウスにおいては、gpt お

よび red/gam 遺伝子変異頻度共に対照群と比較し、差は認められなかった。一方、p53 

KO マウスにおいては、gpt 遺伝子変異頻度に差は認められなかったものの、red/gam

遺伝子変異頻度は約 3 倍上昇し、有意な差となった。 

 

4）研究項目 4：きのこ毒の発生要因解析と摂取形態モデルの構築（分担 穐山 浩） 

スギヒラタケからシアン配糖体を単離・精製し、構造解析した結果、新規物質であ

る 2-hydroxy-2-((2S,3S,4S,5S)-3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)tetrahydro-2H-pyran-2- 

yloxy)-2-(3,4,5-trihydroxytetrahydro-2H-pyran-2-yl)acetonitrile(C13H21NO11)であることが

推定された。茹でた場合、ゆで汁の方にシアン配糖体が 65%移行することが判明した。

塩蔵による加工の減衰では、茹でずに塩蔵するとシアン配糖体は残存することが示さ

れた。日本各地のスギとアカマツの枯木から分離した同菌の 15 菌株をジャガイモ抽

出液・デキストロース培地 (PDA) で培養したところ、生長速度のみならずコロニー

形態にも著しい変異が存在することが明らかになった。各菌株の ITS 配列による 2 種

類、生長速度とシアン配糖体含有量との間にも一定の関係はみられなかった。以上の

ことから、スギヒラタケのシアン配糖体生産能は、菌株の系統や栄養菌糸速度との相

関を示さず、各菌株毎の遺伝特性に基づくところが大きいと推察された。ツキヨタケ

の illusin S は、60～70 g 程度の個体までは含量が増加し、それ以上では重量が多くて

も含量は増加しないことが判明した。各部位に含まれる illudin S の量を見ると、傘の

部分には全体の 33～43 %含まれ、柄には 19～30 %、柄と傘の間の根本の黒いシミの

部分には 30～40 %含まれていた。塩蔵による加工の減衰では、切断しないで塩蔵す

ればより多くの illudin S が残存することが明らかとなった。 

 

（2）全体の研究成果 

1）全体の研究成果の要旨  

本研究は、真菌毒であるカビ毒およびきのこ毒を対象に、発生要因を考慮に入れた

リスク評価手法を構築することにある。カビ毒では、我が国で摂取量が極めて高い米

を対象として、初年度では発生要因であるカビ叢から米への汚染の可能性のあるカビ

毒としてオクラトキシン A、アフラトキシン、シトリニン、ルテオスカイリン、シク

ロクロロチン、パツリンを推定した。中でも遺伝毒性を有するまたは疑われているカ

ビ毒、アフラトキシン、オクラトキシン A および黄変米毒では、主食である米の汚染

量とその健康被害リスクを予測する評価法を確立することは正確な暴露評価および

実態調査を行う上で重要な課題である。 

今年度のカビ毒の研究成果から、アフラトキシンが米に汚染した場合には、規制値

の 10 分の１程度の汚染濃度でも（1 μg/kg) 50 パーセンタイルでアフラトキシン B1 の

暴露量は 2.67 ng/体重１kg/1 日（発がんリスク：0.04 人/10 万人）と推定される結果を

得た。この結果から、アフラトキシンを含む遺伝毒性カビ毒および発がん性カビ毒の

米汚染は、現状規制値以下の汚染でもその健康被害リスクは非常に高いことが明らか

になった。そのため高感度の分析法を確立し、低レベルの汚染を検出できる実態調査

を行っていく必要があることが示唆された。 



22 

分析法としては、少なくてもアフラトキシン、オクラトキシン A および黄変米毒

が高感度で一斉分析できることが必要である。今年度の分析法の検討の結果、

LC-MS/MS を用いて、アフラトキシン、ステリグマトシスティン、オクラトキシン A、

シトリニン、パツリン、フモニシンについて、効率的な一斉分析条件を見出すことが

できた。 

次に遺伝毒性が危惧されているオクラトキシンAを対象に遺伝毒性試験を行った。 

オクラトキシン A は髄質外帯外層特異的な毒性発現を誘発することから、本年度では、

腎皮質および髄質外帯部における in vivo 変異原性評価を実施した。その結果、皮質部

においては gpt および red/gam 遺伝子変異頻度共に対照群と比較し差は認められなか

ったが、髄質外帯部においては、gpt 遺伝子変異頻度に変化は認められなかったもの

の red/gam 遺伝子変異頻度は約 3 倍上昇し、有意な差となった。 

つぎにオクラトキシン A 誘発 in vivo 変異原性に対する癌抑制遺伝子 p53 の役割を

調べた結果、野生型（WT）および p53 欠損（p53 KO）マウス共に、ラット同様、腎

臓髄質外帯外層部尿細管上皮細胞にアポトーシスおよびカリオメガリーが認められ、

p53 KO マウスでは、それら発現頻度が WT と比較し、有意な増加あるいは増加傾向

を示した。In vivo 変異原性評価の結果、WT マウスにおいては、gpt および red/gam 遺

伝子変異頻度共に対照群と比較し差は認められなかった。一方、p53 KO マウスにお

いては、gpt 遺伝子変異頻度に差は認められなかったものの、red/gam 遺伝子変異頻度

は約 3 倍上昇し、有意な差となった。以上の結果から、オクラトキシン A に遺伝毒性

がある可能性が強く示唆された。 

きのこ毒を対象とした研究から、スギヒラタケからシアン配糖体を単離・精製し、

構 造 解 析 し た 結 果 、 新 規 物 質 で あ る 2-hydroxy-2-((2S,3S,4S,5S)- 

3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)tetrahydro-2H-pyran-2-yloxy)-2-(3,4,5-trihydroxytetrahy

dro-2H-pyran-2-yl)acetonitrile(C13H21NO11)であることが推定された。茹でた場合、ゆで

汁の方にシアン配糖体が 65 %移行することが判明した。塩蔵による加工の減衰では、

茹でずに塩蔵するとシアン配糖体は残存することが示された。また、発生要因を検討

した結果、スギヒラタケのシアン配糖体生産能は、菌株の系統や栄養菌糸速度との相

関を示さず、各菌株毎の遺伝特性に基づくところが大きいと推察された。ツキヨタケ

の illusin S は、60～70 g 程度の個体までは含量が増加し、それ以上では重量が多くて

も含量は増加しないことが判明した。各部位に含まれる illudin S の量を見ると、傘の

部分には全体の 33～43 %含まれ、柄には 19～30 %、柄と傘の間の根本の黒いシミの

部分には 30～40 %含まれていた。塩蔵による加工の減衰では、切断しないで塩蔵す

ればより多くの illudin S が残存することが明らかとなった。これらの結果から、きの

こ毒の危害物質の特定および発生要因と含有量の知見が得られ、きのこ毒のリスク評

価手法に大きく貢献する。 

 

2）研究成果の詳細 

1）米かび毒の摂取形態モデルの構築 

個別課題イ：米調理食品および加工品でのかび毒の減衰とリスク評価手法の構築 
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①かび毒の 終食品への移行 

(i) 炊飯 

炊飯によるアフラトキシン残存率を表 1 に示した。添加 1 では 終濃度 アフラト

キシン B1：2.5 ng、アフラトキシン B2：0.3125 ng、アフラトキシン G1：1.875 ng、ア

フラトキシン G2；：0.3125 ng を添加し、添加 2 ではその 2 倍量の総アフラトキシン

を添加した。うるち米ではアフラトキシン B1 は 96 %、アフラトキシン B2 は 93-94 %, 

アフラトキシン G グループは 65 %であった。総アフラトキシンとしては 82 %が残存

していた。もち米では、アフラトキシン B1 は 100 %、アフラトキシン B2 は 86-89 %、 

アフラトキシン G1 は 80 %、アフラトキシン G1 は 77%であった。総アフラトキシン

としては 89-91 %が残存していた。炊飯においてはアミラーゼ処理の有無により測定

値に変化はなかったことから、アミラーゼ未処理の結果を採用した。 

以上の結果から、アフラトキシン B1 はうるち米およびもち米において残存率が高

く米に汚染したほとんどのアフラトキシンが摂取されることが明らかになった。一方

アフラトキシン G グループはアフラトキシン B グループと比較すると減衰しやすい

といえる。 

 

(ii) 味噌 

麹の原料は米であることから、摂取量の多い米加工品として味噌を選択した。米に

アフラトキシンが汚染した場合麹にも残存することから、アフラトキシン添加麹を用

いて、1 か月熟成味噌を実験室レベルで作成した。アフラトキシン B1 は他のアフラ

トキシンと比較して も残存率が低くなり、約 52-56 %になった。アフラトキシン B2, 

G1, G2 は 63-83 %の残存率であった(表 2)。 

 

 

(iii)茹で工程および蒸し工程でのアフラトキシンの減衰 

表１． うるち米およびもち米の炊飯による各アフラトキシンの残存率 

  

  

    残存率(％)     

B1 B2 G1 G2 総 AFL. 

うるち米 添加 1 96.2±4.6 94.0±5.2 65.5±2.5 65.7±2.8 82.3±3.4 

  添加 2 96.7±3.9 93.0±4.7 64.0±3.9 65.1±4.2 81.9±3.7 

もち米 添加 1 100.7±4.5 89.0±8.8 78.6±2.5 76.0±3.8 89.3±3.4 

  添加 2 103.9±3.5 86.5±0.9 80.0±1.3 77.1±4.2 91.3±2.4 

表 2．味噌 1 か月熟成における各アフラトキシンの残存率 

      残存率 (%)     

  B1 B2 G1 G2 総 AFL. 

添加 1 56.3±3.0 83.1±12.2 72.8±10.9 80.4±2.3 64.0±3.3 

添加 2 51.9±6.7 70.6±6.6 63.7±5.6 75.5±4.8 59.6±6.0 
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 米粉である上新粉を用いて団子を作成し、茹でる、蒸す工程において、アフラト

キシンがどのように減衰するかを検討した。図 1 は、茹で工程での残存率を示したも

のであるが、茹で時間 5 分までは経時的に減衰する。しかし 5 分以上茹でてもそれ以

上の減衰は認められなかった。 終的には茹で時間 10 分でアフラトキシン B1 68 %, 

アフラトキシン B2 77 %、アフラトキシン G1 59 %、アフラトキシン G2 62 %、総ア

フラトキシン 65 %であった。 

 

図 1．米の茹で工程によるアフラトキシン残存率 

 

 図 2 は、蒸し工程における残存率を示したものである。 大 30 分間蒸し工程をお

こなったが、アフラトキシン B1 以外はわずかではあるが経時的に減衰が認められ、

アフラトキシン G2>G1>B2 の順で減衰率が高かった。 終的には蒸し時間 30 分でア

フラトキシン B1 98 %、アフラトキシン B2 94 %、アフラトキシン G1 80 %、アフラト

キシン G2 75 %、総アフラトキシン 89 %であった。 
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図 2．蒸し工程におけるアフラトキシンの残存率 

 

① 標準品のないかび毒の作成 

   シクロクロロチンは P.islandicum の菌体外毒素であり、培養液中に分泌される。そ

のため、今年度は予備精製として 2L 培養を行った。培養液を濾過したのち、アセト

ンで数回抽出し、活性炭カラムにより精製を行った。アセトン抽出画分にシクロクロ

ロチンが認められ、確認試験を TOF-MS により行った。 

② 米類および味噌類の摂取量および推定汚染量によるシナリオの作成と暴露量推

定 

     我が国で も摂取量の多い食品は米である。米のアフラトキシン規制値管理は、

HPLC-蛍光分析器で行う通知法により行われている。通知法での規制値は 10 μg/kg で

あり、 定量限界は各アフラトキシン 1 μg/kg と定められている。検出限界は、測定機

の性能に依存するところが大きいが、おおむね 0.1 μg/kg である。 

 本研究において、まず摂取量の多い米および味噌の我が国の摂取量を全人口対象

にパーセンタイルで分類し、調理中のアフラトキシン減衰率を考慮した米および味噌

の摂取量を推定した。この推定摂取量に、仮定された総アフラトキシンの汚染量を挿

入することによりアフラトキシン B1 の暴露量および発がんリスクを推定することが

できる方法を確立した。 

 表 3 に、本研究で確立した手法を用いて、米および味噌が 0.1 μg/kg から 1 μg/kg

の総アフラトキシンに汚染されていると仮定された時のアフラトキシン B1 の暴露量

を推定した結果を示した。平均的摂取量の目安として 50 パーセンタイルに着目する

と、アフラトキシン B1 暴露量は一日体重 1kg あたり 0.3～2.67 ng となった。また、

この数値から、JECFA の発がん予測式を当てはめて 10 万人当たりの発がんリスクを

推定すると、表 4 で示すように 0.003-0.03 人/10 万人となった。 
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表４　総アフラトキシン汚染量と発がん性の関係　〔発がん人口・１０万人）

平均汚染濃度 10%タイル 20%タイル 30%タイル 40%タイル 50%タイル 60%タイル 70%タイル 80%タイル 90%タイル 95%タイル 97.5%タイル99%タイル 99.5%タイル99.8%タイル99.9%タイル

総AF1μg/kg 0.016326 0.023151 0.028464 0.033637 0.039156 0.045517 0.053453 0.064533 0.084126 0.105348 0.128686 0.163545 0.193312 0.238314 0.275856
総AF0.5μg/kg 0.008163 0.011575 0.014232 0.016818 0.019578 0.022759 0.026727 0.032267 0.042063 0.052674 0.064343 0.081773 0.096656 0.119157 0.137928
総AF0.1μg/kg 0.001633 0.002315 0.002846 0.003364 0.003916 0.004552 0.005345 0.006453 0.008413 0.010535 0.012869 0.016355 0.019331 0.023831 0.027586  

 

2）米のカビ毒の分析 

個別課題ウ：米汚染主要かび毒の高感度一斉分析法の確立 

昨年度の実態調査において輸入タイ米 20 点から単離された菌叢（かび毒産生菌であ

る Aspergillus 属菌ならびに Penicillium 属菌）の情報に基づいて、LC-MS/MS による一

斉分析法の分析種に入れるかび毒を選定した。選定したのは、アフラトキシン、ステ

リグマトシスティン、オクラトキシン A、シトリニン、パツリンの 5 種類であり、良

好な分離分析条件を見出すことができた。いっぽう近年諸外国において、日本の醸造

に使われる黒麹菌と近縁の Aspergillus niger によるフモニシン産生の報告が出ている

ことから、国産 A. niger のフモニシン産生についても調査するため、フモニシンも加

えた 6 種類のかび毒の一斉分析系を検討し、これらの効率的な一斉分析条件（パツリ

ンのみネガティブモードでの測定となっているが、保持時間の差を利用したネガティ

ブ/ポジティブモードの切り替えにより、一回の測定で全分子種の測定が可能）を見出

すことができた（表 5）。 

 

表 5．MS/MS 測定条件と保持時間 

Mycotoxin Precursor ion Product ion Declustering Potential Collision Energy 保持時間

アフラトキシンB1 313 241.1 131 51 11.4
アフラトキシンB2 315.2 287.1 101 41 10.6
アフラトキシンG1 329.1 243 106 37 10.7
アフラトキシンG2 330.9 189 76 59 9.9
ステリグマトシスティン 325 310.2 44 35 16.5
オクラトキシンA 404 239.1 24 22 15.9
シトリニン 251 233 66 23 12.8
パツリン 152.8 108.8 -21 -12 4.1
フモニシンB1 722.5 334.1 131 53 10.2
フモニシンB2 706.4 336.1 106 51 11.8  

 

しかしながら、一部のかび毒で HPLC-FL（蛍光）法による検出限界のほうが低い分

子種（表 6．グレー部分）が有ること、イオン化抑制のために定量性に問題が生じる

ことが多いことから、LC-MS/MS 法による分析は、スクリーニングならびに半定量に

用いることにし、陽性試料が見出された際には、個別定量分析に供することが現実的

と思われる。 

 

表３　米および味噌の仮定平均汚染とアフラトキシンＢ１暴露量

平均汚染濃度 10%タイル 20%タイル 30%タイル 40%タイル 50%タイル 60%タイル 70%タイル 80%タイル 90%タイル 95%タイル 97.5%タイル99%タイル 99.5%タイル99.8%タイル99.9%タイル

総AF1μg/kg 1.115178 1.581339 1.944253 2.297586 2.674604 3.109094 3.651171 4.40801 5.746323 7.195894 8.79 11.17111 13.20438 16.27825 18.84259
総AF0.5μg/kg 0.557589 0.79067 0.972126 1.148793 1.337302 1.554547 1.825585 2.204005 2.873162 3.597947 4.395 5.585554 6.602189 8.139125 9.421296
総AF0.1μg/kg 0.111518 0.158134 0.194425 0.229759 0.26746 0.310909 0.365117 0.440801 0.574632 0.719589 0.879 1.117111 1.320438 1.627825 1.884259
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表 6．検出限界の比較 

HPLC-FL
Mycotoxin API3000 4000Qtrap （誘導体化）

アフラトキシンB1 2.0 0.25 0.34
アフラトキシンB2 2.5 0.67 0.032
アフラトキシンG1 1.0 0.20 0.44
アフラトキシンG2 4.0 1.3 0.14
ステリグマトシスティン 62
オクラトキシンA 5.4
シトリニン 6.3
パツリン 1.3
フモニシンB1 77
フモニシンB2 35

LC-MS/MS
検出限界 (ppb)

 
 

個別分析における定量値の妥当性確認を、添加回収試験ならびに、fapas（Fera, UK）

の技能試験参加により行った。Analyte が試験項目に入っているかび毒はアフラトキ

シン、オクラトキシン A、パツリン、フモニシンのみであり、ステリグマトシスティ

ン、シトリニンについては入手できない。入手できる 4 種について技能試験に参加し

たが、いずれもマトリクスはコメではないためマトリクスの違いによる差が問題であ

ったものの、回収率による補正を行うことで、上記 4 種類のかび毒については妥当性

のある分析値を出すことができた。しかしながら昨年度試料による補正は外れ値とな

ることが有ったことから、昨年度試料の安定性に問題がある可能性が示唆された。

fapas では昨年度試料を余剰試料として分析値の保証期間を付けて販売しているが、

保証期間内であっても値を過信すべきではないであろう。いっぽう Analyte が試験項

目に入っていないかび毒であるシトリニンは、回収率が低く、より効率的な前処理法

が必要と思われる（表 7．グレー部分）。 

 

表 7．妥当性確認試験 

回収率*

Mycotoxin 実測値 回収率による補正値 昨年度試料による補正値

アフラトキシンB1 Accept Accept Accept >2
アフラトキシンB2 Accept Accept Accept Accept
アフラトキシンG1 Accept Accept Accept Accept
アフラトキシンG2 Accept Accept Accept <-2
ステリグマトシスティン Accept not tested not tested not tested
オクラトキシンA Accept <-2 Accept <-2
シトリニン <25% not tested not tested not tested
パツリン Accept Accept Accept not tested
フモニシンB1 Accept Accept Accept not tested
フモニシンB2 Accept Accept Accept not tested

技能試験のz-score**

 
* Accept は、回収率が 70-120 %の範囲 

** Accept は、技能試験の z-score の絶対値が 2 以内 
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また、昨年度 Aspergillus flavus と Penicillium citrinum の共存が見られた試料があった

ことから、次年度に上記 2 種類のかび毒産生菌の共存下におけるかび毒産生の動態解

析について予備試験を行った。各種条件設定下で再現性のある培養を試みたが、コメ

培養ではデータのばらつきが大きく、次年度計画の個別課題イ「米汚染かびの組み合

わせによる産生能の検討」の遂行には困難が予想された。 

 

3） 摂取形態モデルにおける毒性評価 

個別課題名オ： オクラトキシン A の発がん機序解明 

前年度に引き続き、発がん用量として報告されているオクラトキシン A 5 ppm を 13

週間 CRF-1 粉末飼料に混じて自由に摂取させ、腎臓における in vivo 変異原性評価を

実施した結果、雄の red/gam 遺伝子変異頻度ならびに雌の gpt および red/gam 遺伝子

変異頻度に差は認められなかった。 

病理組織学的検索の結果から、オクラトキシン A 投与により腎臓髄質外帯外層に局

所的な毒性発現が認められた。従って、前年度の腎全体から抽出した genomic DNA

を用いた gpt および red/gam 遺伝子変異頻度解析では、オクラトキシン A の遺伝毒性

を検出できなかった可能性が考えられた。そこで、本年度では、雄の gpt delta ラット

各群 5 例に、オクラトキシン A 5 ppm を 4 週間 CRF-1 粉末飼料に混じて投与し、剖

検時に肉眼的に毒性非標的部位である皮質および毒性標的部位である髄質外帯外層

を含む髄質外帯部を採取し、各部位における in vivo 変異原性評価を実施した。その結

果、皮質部においては gpt および red/gam 遺伝子変異頻度共に対照群と比較し、差は

認められなかった。一方、毒性標的部位を含む腎臓髄質外帯部においては、gpt 遺伝

子変異頻度に差は認められなかったものの、red/gam遺伝子変異頻度は約 3倍上昇し、

有意な差となった。 

前年度の実験結果から、オクラトキシン A はラットの毒性標的部位において、カリ

オメガリーと共にアポトーシスを誘発することがわかった。そこで、オクラトキシン

A 誘発 in vivo 変異原性に対する癌抑制遺伝子 p53 の役割を調べるために、雄の野生型

である gpt delta（WT）マウスおよび p53 欠損 gpt delta（p53 KO）マウス各群 5 例に、

0.1 M NaHCO3 溶液に溶解させたオクラトキシン A を 0、1、5 mg/kg の用量で 4 週間

強制経口投与し、標的臓器腎臓における病理組織学的検索、in vivo 変異原性ならびに

分子病理学的解析を実施した。その結果、WT マウスにおいて、投与 2 週目より 5 mg/kg 

投与群で有意な体重低値が認められ、一方、p53 KO マウスにおいては、4 週目におい

て体重低値が認められた。WT および p53 KO マウスの 5 mg/kg において、腎重量の有

意な減少が認められた。腎臓病理組織学的検索の結果、WT および p53 KO マウス共

に、ラット同様、腎臓髄質外帯外層部尿細管上皮細胞に、アポトーシスおよびカリオ

メガリーが認められた。さらに、p53 KO マウスでは、それら発現頻度が WT と比較

し、有意な増加あるいは増加傾向を示した。腎臓における In vivo 変異原性評価の結果、

WT マウスでは、gpt および red/gam 遺伝子変異頻度共に対照群と比較し、差は認めら

れなかった。一方、p53 KO マウスでは、gpt 遺伝子変異頻度に差は認められなかった

ものの、red/gam 遺伝子変異頻度は約 3 倍上昇し、有意な差となった。 
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4）きのこ毒の発生要因解析と摂取形態モデルの構築 

個別課題名キ：実態調査と発生要因の解析 

①スギヒラタケのシアン化物イオンの存在状態解析） 

スギヒラタケからシアン配糖体を単離・精製し、構造解析した結果、新規物質であ

る 2-hydroxy-2-((2S,3S,4S,5S)-3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)tetrahydro-2H-pyran-2- 

yloxy)-2-(3,4,5-trihydroxytetrahydro-2H-pyran-2-yl)acetonitrile(C13H21NO11)であることが

推定された。現在、さらに構造解析をすすめており 終確認を行っている。茹でた場

合、ゆで汁の方にシアン配糖体が 65 %移行することが判明した。塩蔵による加工の

減衰では、茹でずに塩蔵するとシアン配糖体は残存することが示された（表 8）。 

 

表 8. 塩蔵したスギヒラタケ中のシアン配糖体の分析 

塩蔵前(µg) 茹で汁(µg) 1か月後（ng） 2か月後（ng） 3か月後（ng）

茹でた後に塩蔵 1.456 0.944 0.036 0.052 0.047
茹でずに塩蔵 1.456 ― 0.092 0.197 0.174  

 

②スギヒラタケの培養条件の検討 

昨年度分離・培養したスギヒラタケ 30 菌株の内、比較的生長の速かった 5 菌株につ

いて液体培地で生物量（乾燥菌糸体量）を指標として検討した結果、既報でスギヒラ

タケの培養に適すると報告のあった甘酒培地、ニンジン抽出液を含む培地に比較して、

ジャガイモ抽出液・デキストロース培地（PD 培地；天然培地）、次いで太田氏培地（合

成培地）、麦芽エキス・酵母エキス培地（MY 培地；MY 培地）が培養に適することが

判明した。スギヒラタケは、他のきのこの通例に較べて菌株間で生物量に顕著な変異

がみられる特徴を有していた。太田培地を用いた液体培養し、シアン配糖体の含有量

を調査した結果、スギヒラタケは栄養菌糸レベルでシアン配糖体を含有することが判

明した。しかし、その菌糸体内含有量は菌株差が顕著であった（表 9）。供試菌株のシ

アン含有量は、シアン配糖体の生産菌として知られる他種きのこと較べて同等あるい

はそれ以上であった（表 9）。 

昨年度分離・培養したスギヒラタケ菌株を、ITS rDNA を用いた系統解析の結果、既

報のようにスギヒラタケは少なくとも 2 隠蔽分類群（A 群及び B 群）に分別される

ことが再確認された。同分類群の相違と栄養生長速度、栄養菌糸体のシアン配糖体の

含有量の間には明確な関連はみられず、発生地域や発生樹種による相違も特定できな

かった（表 10）。A 群及び B 群と栄養菌糸レベルでのシアン配糖体含有量との間には

一定の関係はみられなかった。以上のことからスギヒラタケのシアン配糖体の生産能

の差は、生息地、分類群、生長速度には依存せず、これらの要因とは関連のない個々

の菌株のシアン配糖体の生産に関わる遺伝特性が主因となっているものと推察され

る。 

 

 

表 9. 担子菌のシアン配糖体含有量 
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菌 種 菌株番号 検 体 乾燥重量(g) 平均 Total CN-
菌体1 g中CN-

量 (mg)
スギヒラタケ CHU0006 栄養菌糸体 1.09 0.94 0.72 0.83 0.002
スギヒラタケ CHU0006 培 地 ― 0.63 0.71 0.67 0.002
スギヒラタケ CHU0011 栄養菌糸体 0.69 7.51 6.73 7.12 0.019
スギヒラタケ CHU0022 栄養菌糸体 1.12 53.6 53.6 53.6 0.139
スギヒラタケ CHU0023 栄養菌糸体 0.69 2.08 1.93 2.01 0.005
スギヒラタケ CHU0035 栄養菌糸体 0.21 0.75 0.59 0.67 0.002
ツキヨタケ NBRC104980 栄養菌糸体 1.79 4.26 0.8 2.53 0.007
スナハマガマノホタケNBRC104266 栄養菌糸体 0.026 0.24 ―＊ 0.12 0.0003

コガネタケ NBRC30379 栄養菌糸体 0.54 0.16 0.76 0.46 0.001
オオイチョウタケ NBRC33146 栄養菌糸体 0.26 0.27 0.22 0.25 0.001
スギヒラタケ NBRC30334 栄養菌糸体 0.52 0.22 0.14 0.18 0.0005
スギヒラタケ NBRC30384 栄養菌糸体 0.60 14.7 15.3 15.0 0.039
ムラサキシメジ NBRC30380 栄養菌糸体 0.47 1.03 1.09 1.06 0.003
ムラサキシメジ NBRC30139 栄養菌糸体 0.18 1.08 0.99 1.04 0.003

スギヒラタケ 子実体
＊＊ 1.89 2.09 2.32 2.21 0.006

太田氏培地を用いて２５℃、暗培養

Total CN- (µM)(N=2)

*NBRC104266は検体量が少なかったため N=1で測定, ** 福井県で採集

 

表 10. スギヒラタケ栄養菌糸体のシアン配糖体含有量と隠蔽分類群、生長量との関係 

No. 菌 株
ITS

グループ
CN- (mg/g  乾燥

菌糸体)
相対生長量

(PDA medium)

1 CHU0006 B 0.002 ++

2 CHU0011 B 0.019 ++++

3 CHU0022 未培養 0.139 +/++

4 CHU0023 B 0.005 +/++

5 CHU0035 A 0.002 +

6 NBRC30334 A 0.0005 +++++

7 NBRC30384 B 0.039 +++++

 

 

③ツキヨタケの illusin S 分析法の確立と実態調査 

山形県内に自生していた様々な大きさのツキヨタケについて illudin S の含量を検討

した。鶴岡市田麦俣（湯殿山）から採取した大きさの異なるツキヨタケ 30 個(2.18 ~ 

120.3 g)を用いて定量した。今回使用したツキヨタケは 20～30 g の個体が も多かっ

たが、この範囲で見ると菌体全体に含まれる illudin S の総量は、2～23 mg であり、個

体差が大きいと考えられる。さらに、個体重量が 60 g と 95 g のキノコで illudin S の

量が 2 mg のもの、65 g で 32 mg のもの、120 g で 38 mg のものがあり、バラツキがあ

る。しかし、今回の検討範囲で重量と illudin S の含量の傾向を見ると 60～70 g 程度の

個体までは含量が増加し、それ以上では重量が多くても含量は増加しないと考えられ

る。これはツキヨタケが成長するに従い illudin S は増えていくが、ある程度まで成長

すると illudin S を生成しないことなどが考えられる。しかし、illudin S 含量の大小は

水分含量や生えている木の種類、場所、温度等の気象条件など様々な要因が考えられ、

今後、何らかの方法で条件を一定にして検討するという取り組みが必要である。 
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ツキヨタケの柄の根本（石突）の部分に黒紫色部分(通称：黒いシミ)があり、ここに

毒性があるので、これを除けば中毒しないという言い伝えがある。そこでツキヨタケ

を傘の部分、柄の部分、黒いシミのある部分に分けて illudin S 含量を調べた。その結

果、単位重量あたりの illudin S 含量は黒いシミの部分が も多く、次が柄の部分で、

傘の部分が も少なかった（表 11）。また、グラムあたりの含量ではなく、各部位に

含まれる illudin S の量を見ると、傘の部分には全体の 33～43 %含まれ、柄には 19～

30 %、黒いシミの部分には 30～40 %含まれていた。黒いシミを含めた柄には 56～67 %

含まれている。従って、柄を除けば菌体全体の illudin S の半分以上が除けることにな

るが、傘にも 40 %程度含まれているので、柄やシミの部分を除けば中毒がないとは

言えないことになる。 

 

表 11. ツキヨタケの傘、柄、黒紫食部分の Illudin S の分析 

Sample No.

Concentrations （μg/g)

pileus（傘） stipe（柄） black spot（黒紫色部分）

1 195.6 392.1 837.2 

2 336.2 650.2 1026.2 

3 451.5 1028.3 1890.0 

4 184.1 483.7 1133.9 

mean±S.D. 291.8±126.9 638.6±280.9 1221.8±462.0

 

ツキヨタケを塩蔵して食べていたという情報があるが、逆に塩蔵したツキヨタケで

も中毒を起こしたという事例がある。そこで、採取したツキヨタケを用いて塩蔵品を

作製し、illudin S の消長を検討した（一定期間塩漬けした後に流水で 24 時間塩抜きを

行った後定量した）。はじめに、菌体を細かく刻んで塩漬けしたものについて、1 週間

後、1 月後、2 月後の含有率（塩蔵前を 100 %とする）を調べてみた。その結果、1 週

間後には 0.3 %、1 月後には 0.04 %、2 月後は 0.00 %であった。実際にはキノコを細切

して塩蔵することはないが、塩蔵前の均一な菌体がなければ illudin S の減少が不明確

になるため細切を行った。しかし、細切により菌体の細胞が破壊され illudin S が溶出

しやすくなることが考えられた。そこで、1 個体を均等に半分にし（傘から柄まで縦

に切る）、両者の illudin S 含量がほぼ等しいことを確認し、一方を塩蔵し、一方は塩

蔵前の illudin S 含量（100 %）を測定した。その結果、1 週間後には 0.28 %、1 月後に

は 0.64 %、2 月後は 0.34 %であり、細切したものよりは残留することが分かった。こ

のことから、切った場合 illudin S が溶出することは間違いないと考えられる。そこで、

菌体を切断しない方法を検討した。塩漬けするためほぼ同じ大きさのツキヨタケ約 50

個を混合し、一部を塩蔵前の測定試料とし、残りを塩漬けした。その結果、1 週間後

には 2.13 %、1 月後には 1.17 %残存していた。切断しないで塩蔵すればより多くの

illudin S が残存することが明らかとなった。この量が、人の中毒と関連するかどうか
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はまだ明確ではないが今後の検討課題である。 

3）考察及び結論 

 食品汚染カビ毒には、アフラトキシン、オクラトキシン A、ステリグマトシステ

ィン、黄変米毒、フモニシンなど発がん性が報告されている化合物が多く存在するが、

特にその中でもアフラトキシンは遺伝毒性があることで、国際ガン研究機構（IARC）

でヒトに発がん性があると評価されている。アフラトキシン産生菌は主に熱帯地方に

生息し、穀類、豆類、香辛料などを汚染する。アフラトキシン産生菌は、至適条件下

では 2-3 日で毒素を産生することが知られている。 

 アフラトキシンの実態汚染状況、毒性機序および発がんリスクについては、我が

国でもすでにリスク評価が行われている。我が国でアフラトキシンの汚染が確認され

ている食品は落花生、木の実、香辛料、カカオ、ハトムギなど摂取量の低い食品に限

られており、発がんリスクは極めて低いものとなっている。また米類の汚染は検出限

界以下（0.1 μg/kg）と報告されている。 

通常の暴露評価では、検出限界以下の食品群は評価の対象としないため、我が国の

アフラトキシンB1暴露量は 90パーセンタイルからしか数値が出ないほど低い値とな

っている。しかしながら、東南アジア、中国、中近東、ブラジル、アフリカにおいて

は米にアフラトキシン汚染があることが多く報告されており、昨年度行ったミニマム

アクセス米のカビ叢の実態調査からもアフラトキシン産生菌が 25 %の頻度で検出さ

れている。 

そのため米がアフラトキシンのような遺伝毒性を有するカビ毒に汚染される可能

性は否定できるものではないため、本研究で確立した米を対象としたカビ毒リスク評

価手法は、健康被害のリスクを予測予防するために重要な役割を果たすと考える。 

本研究では、米および副食の味噌がアフラトキシンに汚染された場合の 50 パーセン

トタイルの国民の暴露量を想定してみた。その結果、総アフラトキシンの平均汚染が

1 μg/kg であった場合（規制値は 10 μg/kg）、アフラトキシン B1 の暴露量は 2.67 ng/体

重 1 kg/1 日（発がんリスク：0.04 人/10 万人）となる。食品安全委員会によるカビ毒

評価書「総アフラトキシン」によると、現状では 90 パーセントタイルの国民のアフ

ラトキシン B1 の暴露量は 0.002 ng/体重１kg/1 日（発がんリスク：0.00003 人/10 万人）

とされている。現状ではもちろんリスクは極めて少ないといえるが、今回の結果から

主食となる食品がカビ毒で汚染された場合、たとえ規制値の 10 分の 1 であっても発

がんリスクが急激に高くなることが想定できた。すなわち、本研究により、発がん性

をリスクとする遺伝毒性を有するカビ毒の場合、規制値管理に使用されている分析法

では充分ではなく高感度の分析法およびそれを用いた実態調査が必要とされること

が強く示唆された。 

高感度一斉分析法としてアフラトキシン、ステリグマトシスティン、オクラトキシ

ン A、シトリニン、パツリン、フモニシンについて、LC-MS/MS による効率的な一斉

分析条件を見出すことができた。しかし定量に関して、黄変米毒素であるシトリニン

の前処理について改善が必要である。 

オクラトキシン A はげっ歯類に対して、腎臓髄質外帯外層部に含まれる近位尿細管

S3 セグメントを標的とする腎毒性・発がん物質として知られており、同部位から腎癌
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の発生も報告されている。オクラトキシン A は近位尿細管に発現する有機アニオント

ランスポーターを介して S3 セグメントへ蓄積するとの報告があり、この腎臓内での

動態が部位特異性を示す原因であると考えられる。腎皮質部を含むその他の部位には

著変が認められなかった事実からも、その部位特異性は非常に強いと考えられ、従来

の腎全体から抽出した genomic DNA を用いた in vivo 変異原性評価ではオクラトキシ

ン A の遺伝毒性を捉えることが出来なかった可能性が考えられた。この部位特異性を

考慮した in vivo 変異原性評価の結果、標的部位を含む髄質外帯部において red/gam 遺

伝子変異頻度の有意な上昇が認められたことから、オクラトキシン A は発がん標的部

位において欠失変異を誘導する可能性が示され、オクラトキシン A の腎発がん機序に

遺伝毒性メカニズムの関与が強く示唆された。今後、腎皮質および髄質外帯部におけ

る cDNA マイクロアレイ法を用いた網羅的分子病理学的解析を実施する予定である。 

オクラトキシン A 誘発 in vivo 変異原性に対する癌抑制遺伝子 p53 の役割を調べた実

験において、WT マウスでは gpt および red/gam 遺伝子変異頻度の有意な差は認めら

れなかったが、p53 KO マウスでは red/gam 遺伝子変異頻度の約 3 倍有意な上昇が認め

られた。従って、オクラトキシン A により誘発される in vivo 変異原性に対し、p53 が

抑制的に機能していることが示唆された。オクラトキシン A は細胞増殖活性亢進に加

え、細胞周期 G2/M arrest を引き起こすために核内倍加が誘発され、その結果カリオ

メガリーが形成されると考えられている。従って、本実験において認められた p53 KO

マウスにおけるオクラトキシン A 誘発カリオメガリーの発現頻度のさらなる増加は、

p53 を介した細胞周期チェックポイント制御の破綻により引き起こされた可能性が考

えられた。一方、オクラトキシン A 誘発アポトーシスは p53 非依存的なメカニズムで

生じている可能性が示唆された。今後、さらに詳細な分子病理学的解析を行い、p53

の役割を明確にし、ラットでの研究成果も踏まえて総合的にオクラトキシン A の発が

ん機序の解明を目指す予定である。 

きのこ毒においてはスギヒラタケから脳症原因物質の可能性のある新規物質である

2-hydroxy-2-((2S,3S,4S,5S)-3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)tetrahydro-2H-pyran-2-yloxy

)-2-(3,4,5-trihydroxytetrahydro-2H-pyran-2-yl)acetonitrile(C13H21NO11)を見出した。塩蔵に

よる加工の減衰では、茹でずに塩蔵するとシアン配糖体は残存することが示された。

スギヒラタケのシアン配糖体生産能は、菌株の系統や栄養菌糸速度との相関を示さず、

各菌株毎の遺伝特性に基づくところが大きいと推察された。ツキヨタケの各部位に含

まれる illudin S の量は、傘の部分には全体の 33～43 %含まれ、柄には 19～30 %、柄

と傘の間の根本の黒いシミの部分には 30～40 %含まれていた。塩蔵による加工の減

衰では、切断しないで塩蔵すればより多くの illudin S が残存することが明らかとなっ

た。 

 

3 本研究を基に発表した論文と掲載された雑誌名のリスト（論文は添付すること） 

1) Mizutani, K., Mochizuki, N., Suga,K., Nagatomo, Y., Kumagai S., Sugita-Konishi, 

Y. Quantitative determination of Cyclochlllorotine in rice by liquid chromatography tandem 

mass spectrometry. Jpn.J. Food Chem.Safety Submitted. 

2) Akira Suzuki, Hoang Pham Nguyen Duc, Kosuke Nakamura, Hiroshi Akiyama 
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and Yoshimasa Kasahara, Remarkable growth variation in a natural Japanese population of 

Pleurocybella porrigens, Jpn.J. Food Chem.Safety submitted 

 

4 本研究を基にした学会発表の実績 

 1. 第 37 回日本トキシコロジー学会（2010.6. 沖縄） 

 2. International Union of Toxicology 2010（2010.7. スペイン、バルセロナ） 

3. 第 27 回日本毒性病理学会（2011.1. 大阪） 

4. 久城真代、斉藤道彦「国産 Aspergillus niger の各種寒天培地でのフモニシン産生

性の検討」日本マイコトキシン学会第 69 回学術講演会、2011 年 1 月 7 日、タ

ワーホール船堀 

5.  Akira Suzuki, Hoang Duc Pham Nguyen, Kosuke Nakamura, Hiroshi Akiyama and 

Yoshimasa Kasahara, Growth variation in a natural Japanese population of 

Pleurocybella porrigens, The 6th Meeting of Eeast Asia for Mushroom Science 2020, 

Gyeongju TEMF Hotel, Republic of Korea, November 12-15, 2010 (Organized by 

The Korean Society of Mushroom Sciences, Japanese Society of Mushroom Science 

and Biotechnology, and Eible Fungi Institute, Shianghai Academy of Agricultural 

Sciences) 

 

5 特許及び特許出願の数と概要 

なし 

 

6 その他（各種受賞、プレスリリース、開発ソフト・データベースの構築等）の実績 

なし 

 

7 今後の問題点等 

  3 年目に検討している黄変米毒の１種であるシクロクロロチンの大量精製に困難        

である場合は、市販の標準品がある黄変米毒シトリニンを使用する予定である。 

  安定した共培養モデルの確立のために、再現性のある培養が困難であったことか

ら、次年度計画の個別課題イ「米汚染かびの組み合わせによる産生能の検討」の遂行

には困難が予想された。そのため次年度計画の個別課題イ「米汚染かびの組み合わせ

による産生能の検討」については計画を変更し、個別課題アで検討中であるシトリニ

ンの効率的な前処理法を開発するために「黄変米毒素を含むコメ標準物質の作成」を

行いたいと考えている。 

  スギヒラタケの人工培養では、成長が遅いため子実体まで成長させてからのシア

ン配糖体の分析が困難であるが、栄養菌糸体でも産生されることが明らかになったの

で、栄養菌糸体レベルにおける分析で検討する。 
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V. 平成 23 年度研究計画 

1 当該度の目標 

終年度として、真菌毒（カビ毒およびきのこ毒）のリスク評価方法を確立すること

を目標する。 

米かび毒の摂取形態モデルの構築では、米に汚染するカビの細菌叢を調べることによ

り、米に汚染が予想されるカビ毒を特定し、その中で遺伝毒性を有するまたは疑われる

カビ毒について、その摂取形態を考慮した暴露評価法を構築した。この暴露評価法は、

米を汚染するこれらのカビ毒の発がんに対する MOE 等のリスク評価に貢献する。 

米汚染主要かび毒の一斉分析法の確立では米におけるカビ毒の分析法を検討してお

り、米かび毒の摂取形態モデルの構築において微量汚染でも健康被害に大きな影響を及

ぼすことが示唆されたカビ毒を対象に、高感度一斉分析法を確立する。 

摂取形態モデルに基づく毒性影響においては、オクラトキシン A に遺伝毒性があるこ

とが本研究による示唆されており、現在食品安全委員会において行われているオクラト

キシン A のリスク評価に、大きな貢献を果たしている。 

きのこ毒の発生要因解析と摂取形態モデルの構築においては、きのこの食中毒として

多数の患者を出したスギヒラダケのハザードアイデンティフィケーションを行い、原因

物質の特定、構造決定を行った。さらにその毒性を解明することにより、いままで不明

であったスギヒラダケの原因物質があきらかになるとともに、そのリスク評価、国民へ

のリスクコミュニケーションに資する。 

各項目の目標は下記の通りである。 

 

研究項目：米かび毒の摂取形態モデルの構築 

昨年度確立した主食におけるカビ毒汚染による健康被害のリスク評価手法を用い、

終年では発がん性が危惧されているカビ毒シクロクロロチンまたはシトリニンを対象

に炊飯、米加工品による減衰率の検討および暴露量の推定を行う。 終年度として、米

に汚染する可能性のある遺伝毒性および発がん性カビ毒の健康被害予測リスク評価法

を構築する。 

研究項目：米汚染主要かび毒の一斉分析法の確立 

本年度確立した LC-MS/MS による一斉分析法のうちアフラトキシン類の一部で検出

限界がより低くなるよう検討する。またシトリニンの前処理法について改善をはかる。 

研究項目：摂取形態モデルに基づく毒性影響 

前年度に引き続き、ラットの実験において、腎皮質部および髄質外帯部における

cDNA マイクロアレイ法による網羅的な遺伝子解析を実施し、それぞれの部位におけ

る遺伝子発現を比較し、オクラトキシン A 誘発 in vivo 変異原性に関与する遺伝子群の

同定を試みる。また、オクラトキシン A 特異的 DNA 付加体の探索を実施する。また、

特異的 DNA 付加体の探索を継続して実施する。オクラトキシン A 誘発 in vivo 変異原

性に対する癌抑制遺伝子 p53 の役割を明確にするために、p53 欠損 gpt delta マウスな

らびにその野生型間で p53 関連遺伝子あるいはタンパク発現を比較解析し、ラットな

らびにマウスの全ての実験結果から、総合的にオクラトキシン A 腎発がん機序の分子

病理学的解明を目指す。また、主要米かび毒、例えば腎発がん性が疑われる黄変米毒
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（シトリニン）とオクラトキシン A との複合影響を gpt delta ラットを用いた短期包括

的試験法により検討するための生態影響についての基礎的データを収集する。 

研究項目：きのこ毒の発生要因解析と摂取形態モデルの構築 

スギヒラタケからシアン配糖体を精製・分取する。腎障害モデル動物に分取したシ

アン配糖体を経口投与し脳症毒性評価手法の確立を検討する。 

 

2 研究内容及び方法 

1）研究項目 1：米かび毒の摂取形態モデルの構築 

  ① 個別課題イ：米調理食品および加工品でのかび毒の減衰とリスク評価手法の構築 

  シクロクロロチンまたはシトリニンを対象とし、炊飯や米加工品などでの減衰を検討

する。米を炊く、蒸す、茹でる、焼くという調理工程での減衰を、米にシクロクロロ

チンまたはシトリニンを添加して検討する。さらに国民栄養調査結果をもとに我が国

の国民が主食として摂取する米および米加工品の摂取形態のモデルを構築し、調理工

程での減衰率を考慮した暴露評価方法を開発する。すなわちシクロクロロチンまたは

シトリニンが米に汚染した場合、我が国で米の摂取形態における暴露量を推定できる

評価法を構築する。 

2) 研究項目 2：米汚染主要かび毒の一斉分析法の確立 

① 個別課題名ア：米汚染主要かび毒の一斉分析法の確立 

2008 年秋の事故米の転売事件で問題となったのはアフラトキシン類のうちそれま

で規制対象であったアフラトキシン B1 のみであるが、トータルアフラトキシンで規

制が敷かれることから、今年度までの LC-MS/MS 測定で検出限界がやや高かったアフ

ラトキシン B2 とアフラトキシン G2 について、検出条件を検討する。また検出前の

前処理で、低回収率であったシトリニンについて現在の液液分配法を改善する。 

② 個別課題名イ：黄変米毒素を含むコメ標準物質の作成 

黄変米毒素のうちシトリニンを産生する菌 Penicillium citrinum が初年度の実態調査

で検出されたことから、シトリニンを含むコメ標準物質を作成する。米培地に P. 

citrinum を接種し、菌体と培地の混合物を滅菌したのち、ブランクのコメで希釈し、

均一にシトリニンを含む試料を調製する。 

3）研究項目 3：摂取形態モデルにおける毒性評価 

① 個別研究課題名：オクラトキシン A の発がん機序解明 

   ・ 前年度で解析途中であるラット腎皮質および髄質外帯部における分子病理学的解

析を引き続き行う。具体的には、前年度の実験で得られたオクラトキシン A を投与し

た gpt delta ラットの腎皮質および髄質外帯部を用い、各部位における cDNA マイクロ

アレイを用いた網羅的遺伝子発現の比較解析を行い、オクラトキシン A により誘発さ

れる in vivo 変異原性に関与する遺伝子群を同定する。 

   ・ 前年度の p53 欠損 gpt delta マウスを用いた実験結果から、オクラトキシン A に

より誘発される in vivo 変異原性に対し、p53 が抑制的に機能していることが示唆され

た。これを踏まえ、本年度では、上述のラットでの cDNA マイクロアレイ法による解

析結果を参考に、p53関連遺伝子ならびにタンパク発現を real time RT-PCR法やwestern 

blot 法などの手法を用いて比較解析し、オクラトキシン A が誘発する in vivo 変異原性
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への p53 関与の仕組みを解明し、ラットにおけるデータと共にオクラトキシン A の腎

発がん機序の全容解明を目指す。 

② 個別研究課題名：摂取形態モデルに基づく他の米かび毒との複合影響 

「米かび毒の摂取形態モデルの構築」研究課題の成果に基づき、主要米かび毒、例

えば腎発がん性が疑われる黄変米毒（シトリニン）とオクラトキシン A との複合影響

を gpt delta ラットを用いて検討する。本年度は、シトリニン単独の影響を検討するた

めの用量設定試験を同系統のラットを用いて実施する予定である。 

4）研究項目 4：きのこ毒の発生要因解析と摂取形態モデルの構築実態調査と発生要因の

解析 

① 個別研究項目名 きのこ毒の発生要因解析と摂取形態モデルの構築 

個別課題名：摂取形態のモデル構築とその毒性発現影響 

  スギヒラタケからシアンイオン産生分析を指標にして、シアン配糖体を分取・精製

する。慢性腎不全動物へ精製されたシアン配糖体を経口投与して、シアン配糖体から

の代謝産物であると予想されるシアン化物イオンとチオシアン酸イオンの血中動態評

価手法と脳症毒性評価手法の確立を検討する。 

慢性腎不全動物としては、5/6 腎摘出慢性腎不全ラット、あるいはアデニン・シスプ

ラチン等の薬物誘発投与腎不全ラットを用いる。脳症判定としては、行動薬理学的所

見のビデオ観察及び解剖後に脳を摘出し病理学的観察を行う。血液を単離後、アルカ

リ処理し、シアン配糖体からの代謝産物であると予想されるシアン化物イオン及びチ

オシアン酸イオンの血中動態を追跡する。その他、腎不全の血清学的指標についても

可能な限り分析する。 

慢性腎不全動物実験は分担実験者（穐山浩）が受託試験機関に出向き、その機関の

協力により行う。毒性試験を外部の機関で実施する理由として、一般的に慢性腎不全

モデル動物を用いる場合、その実験系を立ち上げるだけでも数ヶ月はかかり、その系

統や種をかえることは、非常な困難を伴うことが予想される。慢性腎不全動物試験の

受託試験機関では漫然腎不全モデル動物を用いた実験の背景データが妥当な範囲の評

価などが可能になる。またシアン配糖体の分取・精製には時間がかかる上、貴重であ

り、複数回の毒性試験は行うことは困難である。従って信頼性、再現性に関してバリ

デーションがされている機関と共同で行うことで、効率的に 小限の実験で安定した

データを取得することが考えられるため、外部の機関と協力して実施する予定である。 
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VI.平成 23 年度研究成果報告 

1 当該度の目標 

1）米かび毒の摂取形態モデルの構築 

昨年度確立した主食におけるカビ毒汚染による健康被害のリスク評価手法を用い、

終年では発がん性が危惧されているカビ毒シトリニンを対象に炊飯による減衰率の検

討および暴露量の推定を行う。 終年度として、米に汚染する可能性のある遺伝毒性お

よび発がん性カビ毒の健康被害予測リスク評価法を構築する。 

2）米のカビ毒の分析 

米を汚染する可能性のある主要かび毒について一斉分析法を検討する。LC-MS/MS に

よる一斉分析法のうちアフラトキシン類の一部で検出限界がより低くなるよう検討す

る。またシトリニンの前処理法について改善をはかる。 

3）摂取形態モデルにおける毒性評価 

   前年度に引き続き、ラットの実験において、腎皮質部および髄質外帯部における

cDNA マイクロアレイ法による網羅的な遺伝子解析を実施し、それぞれの部位におけ

る遺伝子発現を比較し、オクラトキシン A 誘発 in vivo 変異原性に関与する遺伝子群の

同定を試みる。オクラトキシン A 誘発 in vivo 変異原性に対する癌抑制遺伝子 p53 の役

割を明確にするために、p53 欠損 gpt delta マウスならびにその野生型間で p53 関連遺

伝子あるいはタンパク発現を比較解析し、ラットならびにマウスの全ての実験結果か

ら、総合的にオクラトキシン A 腎発がん機序の分子病理学的解明を目指す。 

4）きのこ毒の発生要因解析と摂取形態モデルの構築実態調査と発生要因の解析 

スギヒラタケからシアン配糖体を精製・分取する。腎障害モデル動物に分取したシ

アン配糖体を経口投与し脳症毒性評価手法の確立を検討する。 

 

2 当該年度の主な研究成果 

（1）研究項目ごとの研究成果  

1）研究項目 1：米かび毒の摂取形態モデルの構築（主任・分担：小西 良子） 

個別課題名イ：米調理食品および加工品でのかび毒の減衰とリスク評価手法の構築 

シトリニンを対象とし、炊飯や米加工品などでの減衰を検討した。 も摂取量の多い炊

飯という調理工程での減衰を、米にシトリニンを添加して検討した。また、初年度からの

課題であったオクラトキシン A の炊飯による残存率も測定した。 

さらに 終成果として、国民栄養調査結果をもとに我が国の国民が主食として摂取する

米および米加工品の摂取形態のモデルを構築し、調理工程での減衰率を考慮した暴露評価

方法と評価シートを開発した。すなわちアフラトキシン、オクラトキシン A、 黄変米毒（シ

トリニン）が米に汚染した場合、我が国で米の摂取形態における暴露量を推定できる評価

シートを開発構築した。なおその他の黄変米毒であるシクロクロロチンについては、分析

に必要な量は精製できたものの減衰率の検討に必要な量は得られなかった。ルテオスカイ

リンに関しては、Penicillium islandicum_からの培養、精製方法を確立した。 

2）研究項目 2：米のかび毒の分析 

個別課題ウ：米汚染主要かび毒の高感度一斉分析法の確立 

一般的な穀類でのアフラトキシン分析法では 25 g となっている試料の量について、
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5 g でも抽出効率・精製効率に問題が無いか、検討を行った。その結果、添加回収試験

において、有意な差が見られなかったことから、試料 5 g を分析に供することにした。

輸入米 20 点について、HPLC-蛍光検出法でアフラトキシン類の分析を行ったところ、

いずれも検出限界未満であったが、かびの一次代謝産物が微量検出された試料が有り、

併行して選択性の高い分析機器である LC-MS/MS を用いて分析系の検討を行った。 

LC-MS/MS による一斉分析法の分析種に入れるかび毒として、アフラトキシン、ス

テリグマトシスティン、オクラトキシン A、シトリニン、パツリン、フモニシン、シ

クロクロロチンの 7 種類を選定し、良好な分離分析条件を検討し、これらの効率的な

一斉分析条件を見出すことができた。 

3）研究項目 3：摂取形態モデルにおける毒性評価 

個別研究課題名：オクラトキシン A の発がん機序解明 

オクラトキシン A の毒性・発がん性に対する腎臓の部位特異性に着目し、オクラ

トキシン A 5 ppm を 4 週間混餌投与し、腎皮質および髄質外帯部における網羅的遺

伝子発現解析手法により、OTA投与により発現変動する遺伝子を両部位間で比較し、

OTA 発がん過程早期に係る遺伝子群の同定を試みた。その結果、皮質部では変化は

認められず髄質外帯部においてのみ、DNA 二重鎖切断修復に関わる遺伝子（Chek1、

Rad18、Brip1、Brcc3 等）の発現変動が認められ、OTA は DNA 二重鎖切断を引き起

こし、その修復過程あるいは修復不全により遺伝子欠失変異を誘発している可能性

が示唆された。 

前年度に引き続き、オクラトキシン A 誘発 in vivo 変異原性に対する癌抑制遺伝子

p53 の役割を調べるために、野生型である gpt delta マウス（WT）および p53 ホモ欠

損 gpt delta マウス（p53 KO）にオクラトキシン A を 0、1、5 mg/kg の用量で 4 週間

強制経口投与した実験で採取した腎臓を用い、腎組織中の p53 タンパク質発現解析

を実施した。その結果、WT の 5 mg/kg 投与群において、p53 タンパク質発現の増加

が認められた。前年度の結果も踏まえ、オクラトキシン A が誘発する in vivo 変異原

性に対し、p53 が抑制的に寄与していることが示唆された。 

 

4）研究項目 4：きのこ毒の発生要因解析と摂取形態モデルの構築実態調査と発生要因

の解析 

スギヒラタケからシアンイオン産生分析を指標にして、シアン配糖体を分取、精製

した。慢性腎不全動物へ精製されたシアン配糖体を経口投与して、シアン配糖体から

の代謝産物であるシアン化物イオン、チオシアン酸イオンの血中動態評価手法と脳症

毒性評価手法の検討を行った。行動薬理学的所見としては、高用量投与群の 1 例にお

いて被験物質投与後 1 時間目で腹臥位が見られたが、2 時間目までに回復した。他の

個体では一般状態に変化はみられなかった。また、病理学的検査を実施したが、心臓、

肺及び腎臓の石灰や、腎臓の尿細管に 2,8-dihydoroxyadenine(DHA)結晶沈着等の慢性

腎不全の続発性あるいは二次的変化はみられたものの被験物質に起因した明らかな

変化はみられなかった。また、脳においても被験物質に起因した明らかな変化はみら

れなかった。 

血中及び脳中でのシアン化物イオン及びチオシアン酸イオンの血中動態について
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分析を行った。シアン化物イオンに関しては、被験物質経口投与後から投与前を差し

引いた血中濃度の増加量は、対照群と比べて被験物質投与群で高値を示した。また、

高用量投与群は低用量投与群と比べて高い値を示した。チオシアン酸イオンに関して

は、被験物質経口投与後から投与前を差し引いた血中濃度の増加量は、対照群と比べ

て被験物質投与群で高値を示し、その値は投与濃度依存的に増加した。一方、解剖時

の脳中のシアン化物イオンは検出限界以下だったが、解剖時の脳中のチオシアン酸イ

オンに関しては、対照群と比べて被験物質投与群で高値を示し、その値は投与濃度依

存的に増加した。 

以上のことから、スギヒラタケ由来シアン配糖体画分を慢性腎不全動物に経口投与

すると、スギヒラタケ由来シアン配糖体が腸管で加水分解されて、シアン化物イオン

が遊離し、生体内解毒酵素であるロダニースによりチオシアン酸イオンに代謝される

ことが示唆された。また、血中に増加したチオシアン酸イオンが脳に移行して蓄積す

ることが示唆された。 

 

（2）全体の研究成果 

1）全体の研究成果の要旨 

 本研究事業は、 終年度として米に汚染するカビ毒のリスク評価方法の確立とスギヒラ

タケキノコの食中毒病因物質の特定に焦点を当てた自然毒のリスク評価を行った。 

 米に汚染するカビ毒では、初年度に明らかにした米に汚染する可能性の高いカビ毒から、

遺伝毒性および発がん性が強く懸念されるアフラトキシン、オクラトキシン A および黄変

米毒（シトリニン）を取り上げ、これらの米汚染により、我が国の国民がどの程度発がん

リスクが高まるかを評価するシミュレーションシートを作成した。シミュレーションシー

トには、 も汎用な米の摂取形態である炊飯によるカビ毒の減衰を考慮に入れる必要があ

るため、アフラトキシン、オクラトキシン A およびシトリニンの炊飯による減衰率を実験

的に求めた。なお、近年若者のパスタの摂取量が増えていることから、小麦のオクラトキ

シン A も危害物質として加え、パスタ調理による減衰率も測定した。今年度はもち米およ

びうるち米を対象に炊飯による黄変米毒（シトリニン）の残存率を検討した。またうるち

米を対象にオクラトキシン A の残存を検討した。うるち米では 70-75 %、もち米では 76-79%

のシトリニンが残存することがあきらかになった。オクラトキシン A のうるち米炊飯後の

残存率は、84 %であった。 

米のカビ毒汚染のモニタリングに供する分析法を開発しているが、今年度は本研究事業

で標準品精製を行った黄変米毒であるシクロクロロチンを加え、スクリーニング法として

有用なアフラトキシン、ステリグマトシスティン、オクラトキシン A、シトリニン、パツ

リン、シクロクロロチンについて、効率的な一斉分析条件を確立した。また、本分析法を

用いて実態調査を行った結果、現在のところこれらカビ毒の米汚染は認められなかった。 

次にオクラトキシン A の遺伝毒性の有無を明らかにすることは評価方法の選択に重要な

知見となるため、本研究で遺伝毒性試験を行った。その結果、皮質部では変化は認められ

ず髄質外帯部においてのみ、DNA 二重鎖切断修復に関わる遺伝子（Chek1、Rad18、Brip1、

Brcc3 等）の発現変動が認められ、オクラトキシン A は DNA 二重鎖切断を引き起こし、そ

の修復過程あるいは修復不全により遺伝子欠失変異を誘発している可能性が示唆された。 
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また、オクラトキシン A が誘発する in vivo 変異原性に対し、がん抑制遺伝子 p53 が抑制

的に寄与していることが示唆された。 

スギヒラタケの食中毒病因物質の特定に関する研究においては、昨年に も病原因子と

しての可能性が高い化合物としてシアン配糖体を特定し、その構造を明らかにしている。

本年度はその毒性を明らかにして、病原因子である科学的データを示した。すなわち、特

定されたシアン配糖体を分取、精製し、慢性腎不全動物へ精製されたシアン配糖体を経口

投与して、シアン配糖体からの代謝産物であるシアン化物イオン、チオシアン酸イオンの

血中動態評価手法と脳症毒性評価手法の検討を行った。行動薬理学的所見では高用量投与

群に腹臥位が見られた。病理学的検査では明らかな変化はみられなかった。また、脳にお

いても明らかな変化はみられなかった。しかし、 

血中及び脳中でのシアン化物イオン及びチオシアン酸イオンの血中動態および脳中のチ

オシアン酸イオンに関しては、対照群と比べて被験物質投与群で高値を示した。 

このことから、スギヒラタケ由来シアン配糖体画分を慢性腎不全動物に経口投与すると、

スギヒラタケ由来シアン配糖体が腸管で加水分解されて、シアン化物イオンが遊離し、生

体内解毒酵素であるロダニースによりチオシアン酸イオンに代謝されることが示唆された。

また、血中に増加したチオシアン酸イオンが脳に移行して蓄積することが示唆された。 こ

れらの研究成果から、リスク評価に必須であるスギヒラタケのハザードの特定とその毒性

メカニズムが明らかになった。 

 

2）研究成果の詳細 

研究項目 1：米かび毒の摂取形態モデルの構築 

個別課題イ：米調理食品および加工品でのかび毒の減衰とリスク評価手法の構築 

（1）シトリニンおよびオクラトキシン A の炊飯による減衰 

シトリニンの炊飯による残存率を表 1 および表 2 に示した。spike1 では 終濃度 終濃

度 25 ng/mL を添加し、spike 2 ではその 2 倍量のシトリニンを添加した。うるち米では低濃

度添加では 75.5 ± 4.6 %が炊飯後残存していた。添加量が 2 倍になった場合には 70.5 ± 5.2 %

が残存していた。もち米では低濃度添加では 75.7 ± 2.0 %、2 倍濃度では 78.7 ± 2.3 %が残存

していた。 

  

表 1. うるち米中のシトリニンの炊飯による残存率 

 標準液 標準液 Citrinin 定量値 回収率 残存率 

試料区分 添加量 添加ﾀｲﾐﾝｸﾞ (ng/mL) (％) (％) 

添加回収 25ng/mL 炊飯後 20.52 82.1  

  標準偏差 0.49 1.9  

spike1 25ng/mL 炊飯前 15.51 62.0 75.5 

  標準偏差 0.94 3.8 4.6 

spike2 50ng/mL 炊飯前 28.94 57.9 70.5 

 50ng/mL 標準偏差 2.13 4.3 5.2 
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表 2. もち米中のシトリニンの炊飯による残存率 

 標準液 標準液 Citrinin 定量値 回収率 残存率 

試料区分 添加量 添加ﾀｲﾐﾝｸﾞ (ng/mL) (％) (％) 

添加回収 25ng/mL 炊飯後 19.634 78.5  

  標準偏差 1.05 4.2  

spike1 25ng/mL 炊飯前 14.86 59.4 75.7 

  標準偏差 0.39 1.5 2.0 

spike2 50ng/mL 炊飯前 30.92 61.8 78.8 

 50ng/mL 標準偏差 0.91 1.8 2.3 

 

以上の結果から、シトリニンはうるち米およびもち米において残存率が高く、調理後も

汚染しているシトリニンのほとんどが食されることが明らかになった。なお、うるち米中

の汚染が低濃度である場合には、30 %近く減衰する可能性があることも示された。 

表 3 にはうるち米中のオクラトキシン A の炊飯による残存率を示した。初年度から懸案に

なっていた実験を行った。その結果、炊飯による残存率は 83.3 ± 4.1 %であり、その減衰は

期待できないことが明らかとなった。残存率の求め方として、陽性対象を炊飯後にオクラ

トキシン A を加えた時の濃度を 100 %と設定した。 

 

表 3. うるち米中のオクラトキシン A の炊飯による残存率 

試料 
  オクラトキシン A 残存率 

  (ng/mL) (％)

炊飯後オクラトキシン A 添加 
平均値 4.290 100 

標準偏差 0.38 

炊飯前オクラトキシン A 添加 
平均値±S.D. 3.590 83.8 

標準偏差 0.17 4.1 

 

（i）標準品のないかび毒の作成 

 ルテオスカイリンは P.islandicum の菌体内毒素であり、培養菌体内に蓄積される。そのた

め、今年度は精製を目的にとして 10 L 培養を行い、菌体を収集した。アセトンで数回抽出

し、活性炭カラムにより精製を行った。その後ブタノール精製を繰り返した結果、アセト

ン抽出画分に少量のルテオスカイリンが認められたが、大量精製には至らなかった。 

 

（ii）米類の摂取量および推定汚染量によるシナリオの作成と暴露量推定 

我が国での米、パスタの摂取量および本研究で得られた調理による減衰率を元に 米に

汚染する可能性がある遺伝毒性カビ毒および発がん性カビ毒のリスク評価が簡便にできる

シミュレーションシートを作成した（表 4）。 

食品名には、1-6 歳（玄米）、1-6 歳（白米）、1-6 歳（パスタ）、7-14 歳（玄米）、7-14 歳（白

米）、7-14 歳（パスタ）、15-19 歳（玄米）、15-196 歳（白米）、15-19 歳（パスタ）、20 歳以
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上（玄米）、20 歳以上（白米）、20 歳以上（パスタ）より選べるようにした。 

カビ毒名は、アフラトキシン B1、オクラトキシン A、シトリニンから選べるようにした。

汚染割合は、実態調査の結果のカビ毒汚染量を挿入する。これらの数値を選択または挿入

することにより、精米・調理による減衰を考慮に入れた暴露量および発がん人数さらにベ

ンチマークドーズが設定されている場合には MOE が、一日耐容摂取量が設定されている

場合には耐容摂取量割合が表示される。 

  

表 4．米および穀類中のカビ毒のリスク評価シミュレーションシート 

  

シミュレーションシート 2012.3.21 ver.

汚染割合 発ガン⼈数
（ng/g) (10万⼈あたり）

0.1

耐容摂取量割合曝露量カビ毒名⾷品名 MOE

 
 

研究項目 2：米のかび毒の分析 

個別課題ウ：米汚染主要かび毒の高感度一斉分析法の確立 

流通市販輸入米（タイ国産）米 20 点について、アフラトキシンの分析を行うために

試料の量を検討した。その結果、低レベル（1.2 ppb）のアフラトキシン添加回収試験

において、試料 25 g と 5 g では有意な差が見られなかった（表 5）。試料 5 g を用いて、

従来法である HPLC-蛍光検出法でアフラトキシンの分析を行ったところ、いずれも検

出限界未満であった（表 6）。しかしながら、かびの一次代謝産物が微量検出され、か

びの付着が疑われる試料が有った。また、選択性の高い分析機器である LC-MS/MS を

用いて分析系の検討を行ったところ、主要アフラトキシン類の一部に関して、HPLC-

蛍光検出法のほうで LC-MS/MS 法よりも定量限界が低い化合物が見出された。 

LC-MS/MS の 2 機種（API3000＠国立衛研または 4000Qtrap＠食総研）を用いて、ア

フラトキシン、ステリグマトシスティン、オクラトキシン A、シトリニン、パツリン、

フモニシンについて、効率的な一斉分析条件を検討した。さらに、黄変米毒として問

題となる可能性のあるシクロクロロチンの標品を入手し、検出条件を検討し、これら

の効率的な一斉分析条件を見出すことができた（表 7）。 

しかしながら、一部のかび毒で HPLC-FL（蛍光）法による検出限界のほうが低い分

子種（表 4．グレー部分）が有ること、イオン化抑制のために定量性に問題が生じるこ

とが多いことから、LC-MS/MS 法による分析は、スクリーニングならびに半定量に用

いることにし、陽性試料が見出された際には、個別定量分析に供することが現実的と

思われる。 

添加回収試験により単一試験室における分析法の妥当性確認を行った結果、アフラ

トキシン、ステリグマトシスティン、オクラトキシン A、パツリン、フモニシンにつ

いて良好な回収率（70-120％の範囲内）が得られた。黄変米毒素であるシトリニンにつ

いても、抽出法の改善により安定した高い回収率を得ることができた（表 8）。 
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表 5．試料重量による回収率の違い (1.2 ppb 添加) 

5 g 25 g

アフラトキシンB1回収率 92.9+5.3a 87.8+5.8a

試料重量 (n=3)

 
a 英小文字が異なる場合は有意差有り（p<0.05） 

 

 

表 6．流通市販輸入米 20 点中アフラトキシン類の分析結果 

かび毒 検出限界未満 検出限界以上、定量限界未満 定量限界以上
アフラトキシンB1 20 20 0 0
アフラトキシンB2 20 20 0 0
アフラトキシンG1 20 20 0 0
アフラトキシンG2 20 20 0 0

総検体数
下の濃度範囲内の検体数

 

検出限界： アフラトキシン B1 0.34 ppb, アフラトキシン B2 0.032 ppb, アフラトキ

シン G1 0.44 ppb, アフラトキシン G2 0.14 ppb, 定量限界： アフラトキ

シン B1 0.68 ppb, アフラトキシン B2 0.064 ppb, アフラトキシン G1 

0.88 ppb, アフラトキシン G2 0.28 ppb. 

 

 

表 7．MS/MS 測定条件と保持時間 

かび毒 Precursor ion Product ion Declustering Potential Collision Energy 保持時間

アフラトキシンB1 313 241.1 131 51 11.4
アフラトキシンB2 315.2 287.1 101 41 10.6
アフラトキシンG1 329.1 243 106 37 10.7
アフラトキシンG2 330.9 189 76 59 9.9
ステリグマトシスティン 325 310.2 44 35 16.5
オクラトキシンA 404 239.1 24 22 15.9
シトリニン 251 233 66 23 12.8
パツリン 152.8 108.8 -21 -12 4.1
フモニシンB1 722.5 334.1 131 53 10.2
フモニシンB2 706.4 336.1 106 51 11.8
シクロクロロチン 572.2 106.2 101 51 9.3  
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表 8．検出限界の比較 

HPLC-FL
かび毒 API3000 4000Qtrap （誘導体化）

アフラトキシンB1 2.0 0.25 0.34
アフラトキシンB2 2.5 0.67 0.032
アフラトキシンG1 1.0 0.20 0.44
アフラトキシンG2 4.0 1.3 0.14
ステリグマトシスティン 62
オクラトキシンA 5.4
シトリニン 6.3
パツリン 1.3
フモニシンB1 77
フモニシンB2 35

LC-MS/MS
検出限界 (ppb)

 
 

 

表 9．シトリニンの添加回収試験結果 

添加濃度 繰り返し 回収率 繰り返し精度 定量下限

マトリクス (ng/g) (%) (%) (ng/g)

玄米 40.0 3 84.1 1.9 7.6
ジャスミンライス 40.0 3 98.7 4.2 7.6
タイ米 40.0 3 94.7 4.5 7.6
タイ餅米 40.0 3 88.0 2.5 7.6  

 

研究項目 3：摂取形態モデルにおける毒性評価 

個別研究課題名：オクラトキシン A の発がん機序解明 

前年度同様、雄の gpt delta ラット各群 5 例に、オクラトキシン A 5 ppm を 4 週間 

CRF-1 粉末飼料に混じて投与し、剖検時に肉眼的に発がん非標的部位である皮質お

よび発がん標的部位である髄質外帯外層を含む髄質外帯部を採取した。対照群には

CRF-1 粉末飼料を自由に摂取させた。腎皮質および髄質外帯部における cDNA マイ

クロアレイによる網羅的遺伝子発現解析を行い、その一部の遺伝子については real 

time RT-PCR による mRNA レベルの検索も行った。その結果、腎皮質及び髄質外帯

部における網羅的遺伝子発現解析では、皮質部で 1796 個、髄質外帯部で 1726 個の

発現変動遺伝子を検出した（P < 0.05、fold change ≥ 1.5）。その内、皮質部では変化

は認められず髄質外帯部においてのみ発現増加が認められた遺伝子として、DNA 二

重鎖切断の修復に関わる（Chek1、Rad18、Brip1、Brcc3 等）、細胞周期促進に関わる

（Cyclin E1、A2、B1 等）、DNA 損傷応答を介した G2/M arrest 誘発に関わる（Chek1、

Wee1）、Bcl-2 family（Bak1、Bik）、癌抑制遺伝子 p53 に関わる（Phlda3 等）遺伝子

群が抽出された（Table 10～12）。これら遺伝子の多くは real time RT-PCR 法において

も mRNA レベルの有意な発現増加が確認された。（Figure 1～3）。 

前年度までに、オクラトキシン A 誘発 in vivo 変異原性に対する癌抑制遺伝子 p53

の役割を調べるために、雄の野生型である gpt delta マウス（WT）および p53 ホモ欠



46 

損 gpt delta マウス（p53 KO）各群 5 例に、0.1 M NaHCO3 溶液に溶解させたオクラト

キシン A を 0、1、5 mg/kg の用量で 4 週間強制経口投与し、in vivo 変異原性評価を

実施した。その結果、p53 KO の 5 mg/kg 投与群において red/gam 遺伝子変異頻度は

約 3 倍上昇し、有意な差となった。本年度では、上記の網羅的遺伝子発現解析の結

果に基づき、western blot 法により腎組織中の p53 タンパク質の発現解析を実施した。

その結果、WT の 5 mg/kg 投与群において、p53 タンパク質発現の有意な増加が認め

られた（Figure4）。P53 KO マウスにおいては、p53 タンパク質の発現は認められな

かった。 
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研究項目 4：きのこ毒の発生要因解析と摂取形態モデルの構築  

(1) 行動薬理学的所見 スギヒラタケ由来シアン配糖体画分の高用量投与群の 1 例で

投与後 1 時間目に腹臥位がみられたが、2 時間目までに回復した。他の個体では一般状

態に変化はみられなかった。病理学的観察 被験物質経口投与後 24 時間に解剖し、病

理組織学的検査を実施したところ、心臓、肺及び腎臓に石灰化、腎臓の尿細管に

2,8-dihydoroxyadenine(DHA)結晶沈着等、慢性腎不全の続発性あるいは二次的変化はみ

られたものの、被験物質に起因した明らかな変化はみられなかった。また、対照群及

びに被験物質投与群の大脳、小脳、いずれの部位についても、神経細胞、神経線維、

グリア等に形態学的な異常は認められなかった。従って、高用量投与群でみられた一

過性の一般状態の詳細な原因は、本試験での検査項目においては基質的変化がみられ

なかったため不明であった。以上のことから、アデニン腎障害動物へのスギヒラタケ

由来シアン配糖体画分の投与は一過性の一般状態を引き起こす可能性が示唆された。

(2) シアン化物イオン及びチオシアン酸イオンの分析 血中のシアン化物イオンに関し

ては、被験物質経口投与前から経口投与後を差し引いた血中濃度の増加量は、対照群

と比べて被験物質投与群で高値を示した。また、高用量投与群は低用量投与群と比べ

て高い値を示した。(Table 13 及び Fig.5)また、血中のチオシアン酸イオンに関しては、

被験物質経口投与前から経口投与後を差し引いた血中濃度の増加量は、対照群と比べ

て被験物質投与群で濃度依存的に高値を示し、その値は投与濃度依存的に増加した。 

(Table 14 及び Fig. 6)一方、解剖時の脳中のシアン化物イオンは検出限界以下だったが、

解剖時の脳中のチオシアン酸イオンにおいては、対照群と比べて被験物質投与群で高

値を示し、その値は濃度依存的に高い値を示した。(Table 15 及び Fig. 7) 

 

Table 13. 全血中のシアン化物イオン分析 

 

Sample　No. 全血投与前 (µM) 全血投与後6～8時間 （µM） 全血解剖時 (µM) 投与後-投与前 (µM) 剖検時-投与前 (µM)

1101 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
1102 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
1103 8.75 8.75 8.33 0 -0.42
1201 3.13 6.25 4.38 3.13 1.25
1202 2.81 3.02 2.50 0.21 -0.31
1203 2.08 2.50 2.29 0.42 0.21
1301 2.08 5.83 2.50 3.75 0.42
1302 N.D. 8.13 N.D. 1.63 N.D.
1303 N.D. 4.38 2.08 0.88 0.42  

  

   *Sample No：1101-1103 Control, 1201-1203 Low-dose, 1301-1303 High-dose 
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Fig. 5 全血中のシアン化物イオンの分析 (投与前-投与後) 

   

 

Table14. 全血中のチオシアン酸イオン分析 

 

Sample　No. 全血投与前 (µM) 全血投与後6～8時間 （µM） 全血解剖時 (µM) 投与後-投与前 (µM) 剖検時-投与前 (µM)

1101 3.80 3.11 3.35 -0.69 -0.45
1102 2.44 1.96 2.77 -0.47 0.34
1103 3.44 3.26 4.14 0.02 0.90
1201 3.23 4.62 5.47 0.47 1.32
1202 4.14 2.23 2.76 0.93 1.46
1203 1.31 2.55 2.95 1.21 1.61
1301 5.49 11.88 13.22 6.40 7.74
1302 2.99 10.01 10.84 7.02 7.85
1303 1.53 6.91 7.76 5.37 6.22  

     * Sample No 1101-1103 Control, 1201-1203 Low-dose, 1301-1303 High-dose 

 

Fig.  

6 全血中のチオシアン酸イオンの分析 (投与前-投与後) 
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Table 15. 脳中のチオシアン酸イオン分析 

  

Sample No. 使用重量（mg） SCN
-
（µM） SCN

-
（µM/mg weight）

1101 544.3 0 0
1102 293 0.053 0.182
1103 - - -
1201 171 0.114 0.664
1202 303.7 0.030 0.099
1203 224.8 0.072 0.320
1301 156 0.542 3.472
1302 70.1 0.102 1.458
1303 351.6 0.333 0.948  

*Sample No：1101-1103 Control, 1201-1203 Low-dose, 1301-1303 High-dose 

 

Fig. 7 脳中のチオシアン酸イオンの分析（投与前-投与後） 

   

 

3 考察及び結論 

 食品汚染カビ毒に対する基準値は、国内外で決められているが、主食となる食品が規制

対象となっている基準は 2010 年にコーデックス基準となったオクラトキシン A が 初で

あると思われる。ヨーロッパでは、麦類を主食としているため、麦類のオクラトキシン A

の基準値が設定された。総アフラトキシンの基準値の場合、コーデックスでは落花生や木

の実を対象に設けられているが、一部の地域で主食となるトウモロコシに対しての基準は

設けられていない。この 大の理由としては、主食を対象とした場合にはその摂取量の多

さから基準値を低く設定する必要が出てくることが推定される。 

我が国では、主食として米と小麦が考えられる。米に汚染する可能性がある発がん性カ

ビ毒としては、総アフラトキシン、オクラトキシン A、黄変米毒（シトリニン、シクロク

ロロチン、ルテオスカイリン）が我々の今までの成果から考えられている。小麦において

はオクラトキシン A、トリコテセン系カビ毒が汚染の可能性が高いが、その中で発がん性

が認められているのはオクラトキシン A である。これらのカビ毒に対する我が国での基準

値設定状況は、総アフラトキシンは全食品に対して定められているが、オクラトキシン A
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および黄変米毒においては、未だ基準値は決められていない。今のところ、幸いなことに

我が国に流通している米には、総アフラトキシン、オクラトキシン A、黄変米毒の汚染は

検出されていない。しかしながら、世界的に温暖化、気候変動等の理由により農作物への

カビ毒汚染が懸念されており、将来的にも汚染がないという保証はない。現に昨年に、流

通米ではなかったが国産米からアフラトキシンの汚染が検出された事例があった。また昨

年度の我々の成果において、総アフラトキシンの現在の規制値 10 g/kg を米に適応した場

合、摂取量が他の食品と比べ多いことからその暴露量は高くなり、発がんリスクが飛躍的

に上がることを報告している。そのため、主食とされる食品のカビ毒汚染を実態調査でモ

ニタリングをし、その結果から即座にリスク評価ができるリスク評価法、シミュレーショ

ンシートを開発しておけば、もし輸入米などでこれらカビ毒の汚染が明らかになったとき

に瞬時にしてリスク評価ができ、基準値設定などの対応が可能となる。 

本事業では、3 年間の成果として、米の総アフラトキシン、オクラトキシン A、シトリ

ンおよび小麦中のオクラトキシン A を対象に調理による減衰を考慮に入れた、各年齢層の

暴露評価およびリスク評価が簡便にできるシミュレーションシートを作成した。このシー

トに米およびパスタ中のの汚染量を挿入するだけで、瞬時にリスク評価を行うことができ

る。 

なお、シトリニンに関しては毒性評価研究が乏しい為、現時点ではリスク評価数値 MOE

等が表示されていないが、今後の諸外国の研究により明らかになれば即に改訂できる。オ

クラトキシン A に関しては、現時点では我々が本研究で明らかとした遺伝毒性を考慮に入

れると MOE がそのリスク評価として適当であるが、国際基準ではいまだ一週間耐容摂取

量で評価されていることから、両方を表示することとした。 

同時にモニタリングのためのアフラトキシン、ステリグマトシスティン、オクラトキシ

ン A、シトリニン、パツリン、フモニシン、シクロクロロチンの LC-MS/MS による効率的

な一斉分析条件を見出すことができた。定量に関して、黄変米毒素であるシトリニンの抽

出法の改善により、回収率を向上させることができた。 

オクラトキシン A の遺伝毒性実験では、発がん標的部位において DNA 二重鎖切断の修

復関連遺伝子の変動が顕著であったこと、オクラトキシン A は DNA 鎖切断を引き起こす

ことが報告されていること、また、遺伝子欠失変異は DNA 二重鎖切断の修復過程あるい

は修復不全により引き起こされることが報告されていることから、オクラトキシン A は何

らかのメカニズムにより DNA 二重鎖切断を引き起こし、その修復過程あるいは修復不全

により遺伝子欠失変異を引き起こしている可能性が考えられた。また、cell cycle の促進に

関与する遺伝子の発現増加が認められたことから、オクラトキシン A の細胞増殖活性の亢

進も腎発がんに寄与するものと考えられた。 

DNA 損傷応答チェックポイント制御に関与する遺伝子 Chek1、シグナル伝達において

Chek1 の下流にある Wee1 の遺伝子発現増加が認められたことから、G2/M arrest チェック

ポイント制御機構が誘導されている可能性が考えられた。オクラトキシン A は G2/M arrest

を誘発することが報告されている。また、DNA 鎖切断を介した Chk1 タンパク質（遺伝子

名：Chek1）の活性化は G2/M arrest を引き起こし、ployploidy/aneuploidy を誘発することが

報告されていることから、オクラトキシン A は DNA 損傷を介した G2/M arrest 機構により

カリオメガリーが形成されている可能性が考えられた。Bcl-2 ファミリーに属し、
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pro-apoptotic 作用を有する Bik は DNA 損傷直接的にあるいは p53 を介して活性化され、ミ

トコンドリア pathway を通じてアポトーシスを誘発することが報告されている。オクラト

キシン A はミトコンドリア pathway を通じてアポトーシスを引き起こすことが報告されて

いることから、オクラトキシン A は一部で DNA 損傷 direct に Bik を活性化し、ミトコンド

リア pathway を通じて、アポトーシスが誘発されている可能性が考えられた。また、p53

によりその発現が制御される Phlda3 の発現上昇が認められたことから、p53 により、Bik

が活性化されている可能性、また、p53 が中心となってアポトーシスを誘発している可能

性も考えられた。さらに、p53 はオクラトキシン A 誘発遺伝子変異あるいは cell cycle の制

御に何らかの影響を及ぼしている可能性も考えられた。 

オクラトキシン A 誘発 in vivo 変異原性に対する癌抑制遺伝子 p53 の役割を調べた実験に

おいて、p53 KO における red/gam 遺伝子変異頻度の上昇が認められた（前年度の結果より）。

本年度では、腎組織中の p53 タンパク質発現を western blot 法により検索した結果、WT に

おいて p53 のタンパク質発現の増加が認められ、オクラトキシン A による p53 の活性化が

示唆された。従って、オクラトキシン A により誘発される in vivo 変異原性に対し、p53 が

抑制的に機能していることが示唆された。以上、平成 21～23 年度の研究成果より、オクラ

トキシン A の腎発がん機序に対する遺伝毒性メカニズムの関与が明らかとなった。 

自然毒のリスク評価方法の開発では、スギヒラタケの食中毒病因物質の疑いが も高い

シアン配糖体の化学構造を昨年度までに明らかにしたが、今年度はを慢性腎不全動物であ

るアデニン誘発性腎不全ラットを用いて毒性実験を行い、その毒性機序を明らかにした。

すなわちスギヒラタケ由来シアン配糖体が腸管で加水分解されて、シアン化物イオンが遊

離し、生体内解毒酵素であるロダニースによりチオシアン酸イオンに代謝されることが示

唆された。また、血中に増加したチオシアン酸イオンが脳に移行して蓄積することが示唆

された。これらの成果は、スギヒラダケのリスク評価に役立つとともにリスクコミュニケ

ーションにも資するものである。 
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6 特許及び特許出願の数と概要 

なし 

 

7 その他（各種受賞、プレスリリース、開発ソフト・データベースの構築等）の実績 

米および穀類中のカビ毒のリスク評価シミュレーションシートを作成した。 

 

8 今後の問題点等 

1) オクラトキシン A の腎発がん機序に遺伝毒性メカニズムが関与することが明らかとな

った。また、その遺伝子変異誘発機序として DNA 二重鎖切断が示唆されたが、その詳

細なメカニズムについては明らかとはならなかった。今後、ヒトの食に対する安全性を

担保する上で、オクラトシキン A の遺伝子変異誘発機序を解明する必要があると考えら

れた。 

2) シクロクロロチンの不安定さが露呈したため、適切な保存条件の検討が必要である。 

3) 腎障害患者へのスギヒラタケ由来シアン配糖体摂取により、血中及び脳中のチオシアン

酸イオン濃度が蓄積させることが示唆された。今後、蓄積されたチオシアン酸イオンと

急性脳症との関係を解明する必要があると考えらえた。 

 

 

 

 


