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研究成果の概要（和文）：トリコテセンとは、Fusarium属などの糸状菌が重要穀類に感染、あるいは腐生的に生育した
場合に生産されるカビ毒の一群である。トリコテセンの汚染は世界的に見られ、食の安全に対する脅威となっている。
そこで、本研究ではまず、酵母を用いたトリコテセン高感度検出系の構築を行った。pdr5、erg6、rpb4という3つの遺
伝子を破壊した酵母を作成することで、非常に高い感度を持つトリコテセン検出系を構築することに成功した。さらに
、土壌微生物を中心に、トリコテセン（T-2 toxin, deoxynivalenolなど）を解毒分解する微生物のスクリーニングを
行い、毒性を低減化させる微生物を複数見いだした。

研究成果の概要（英文）：Trichothecenes are mycotoxins which are produced by Fusarium and other genera. The
y contaminate important crops, and can cause serious health problems in humans and livestock. In this rese
arch, we found 22 trichothecene resistance genes in Saccharomyces cerevisiae. We constructed multiple gene
 deletion mutants, and among them, the triple mutant which deleted pdr5, erg6, and rpb4, showed the highes
t sensitivity toward various trichothecenes. We constructed an effective detective system using disc diffu
sion test, which allows us to detect deoxynivalenol contaminated with the provisional level in wheat and w
heat flower. Next, we screened for microoganisms which can detoxify T-2 toxin, deoxynivalenol and 4-acetyl
nivalenol. We collected ~10,000 microorganisms mainly from soil, and we found that there were more than 10
% microorganisms can deacetylate T-2 toxin and 4-acetyl nivalenol, which resulted in reducing toxicity. Ho
wever, no organisms can detoxify deoxynivalenol.
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１．研究開始当初の背景 
 Fusarium graminearum 等の糸状菌はコ
ムギ、オオムギ、トウモロコシ等の重要穀類
に感染、または腐生的に着生、増殖する過程
で、トリコテセンと呼ばれるカビ毒の一群を
生産する。トリコテセン類は、12,13-位のエ
ポキシ環と 9,10 位の二重結合を特徴とする
セスキテルペンであり、多くの類縁体が存在
する。トリコテセンは、真核生物のリボゾー
ム 60S サブユニットに結合することによっ
て、タンパク質合成阻害を起こし、細胞毒性
を発揮する。その毒性は、各々の類縁体の構
造により大きな差があり、毒性に最も多く寄
与しているのは、12,13-エポキシ環であると
考えられている。トリコテセンによる汚染の
問題は古くから指摘されており、その簡易な
検出系の構築、多くの除去法、解毒法が試み
られてきた。 
 ト リコテ セ ンの正 確 な検出 に は 、
LC-MS/MS 等の高価で高い技術を要する機
器が必要となる。簡易な方法に ELISA が知
られるが、deoxynivalenol (DON)とT-2 toxin
の ELISA 抗体しか市販されていないのが現
状である。微生物を使用した簡易な検出系の
構築も試みられているが、感度は十分ではな
かった。 
 また、トリコテセンは一般的に非常に安定
で、いったん生産されてしまうと除去しにく
いのが特徴である。物理的、化学的除去法の
開発も試みられたが、食品の品質保持とコス
ト抑制を両立できない、という欠点があった。
かわって注目されているのが、生物学的解毒
法である。そこで、トリコテセンを解毒でき
る微生物を探索し、その毒性の低減化を図る
試みがなされてきた。 
 トリコテセンは脱エポキシ化されることで、
著しくその毒性が低下する(Eriksen et al., 
Food Chem. Tox. 42, 619-624 [2004])。これ
までウシのルーメン（第一胃）などに生息す
る微生物がこのような脱エポキシ化反応を
行なうことが知られてきたが、いずれも嫌気
性菌の例であり、脱エポキシ活性を持つ嫌気
性微生物が単離されているものの、酵素の単
離には至っていなかった(Fuchs et al, Food 
Addit. Contam.19, 379-386 [2002])。ここで
トリコテセン解毒分解菌の研究や応用利用
の障害になっているのは、これらの解毒分解
活性を持つ微生物が絶対嫌気性菌で扱いづ
らいということ、また、脱エポキシ化を担う
酵素が電子伝達系とリンクした複合体を形
成しているらしいことである。そのため、こ
れらの菌体を用いてトリコテセンを効率的
に解毒する系を構築することは、これまで極
めて困難であった。 
 
 

２．研究の目的 
（１）本研究の目的の一つは、微生物を用い

て、トリコテセンの簡易検出系を構築
することである。これまで酵母を用い
た簡易検出系の構築が試みられてきた
が、各国の定める DON の規制値を検
出できる感度の検出系は存在していな
かった。そこで、食品中、あるいは、
穀類中のトリコテセンを、微生物を用
い、検出できる高感度検出系を構築す
ることが、本研究の第一目的である。 

（２）トリコテセンは、非常に安定な化合物
ではあるが、微生物酵素により、毒性
を下げることが可能と考えられる。も
っとも抜本的な毒性の低下には、トリ
コテセンの脱エポキシ化が必要である。
また、現実的に使用に耐えうるのは、
好気性・通性嫌気性菌と考えられるの
で、トリコテセン脱エポキシ化能を持
つ好気性・通性嫌気性菌を得ることを
目的とする。また、それ以外の解毒反
応も当然考えられるので、トリコテセ
ンを変換できる微生物の探索をも目指
す。ただし、トリコテセンの変換物質
が元のトリコテセンより毒性が強くて
は意味がない。そこで、（１）の研究で
得られる酵母を用いて、その毒性を確
認することとする。 

（３）トリコテセンの解毒分解菌が得られた
ならば、その微生物の同定、酵素の単
離とアミノ酸配列の決定を目指す。も
し、酵素の単離ができなかった場合に
は、得られた微生物を用い、トリコテ
セン毒性の低減化や新たな検出系の構
築など、応用利用につながる研究を行
うこととする。 

 
３．研究の方法 
 本研究では、食の安全性を脅かすトリコテ
センを効率的に検出し、生物学的に解毒する
試みを、以下の方法で行った。 
（１） 出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae 

BY4742 株の遺伝子破壊ライブラリ
ーから、強毒性トリコテセンである
T-2 toxin と verrucarinA を用い、ト
リコテセン耐性遺伝子をスクリーニ
ングした。 

（２） 酵母のトリコテセン耐性遺伝子を多
重破壊した株を作製、高感度トリコ
テセン検出系を構築した(図１)。 

（３） トリコテセン解毒分解菌候補を短時
間で多数スクリーニングできる系を
構築した。また、バラエティに富ん
だ微生物種を得られるよう、様々な
スクリーニング法を試みた(図２)。 

（４） トリコテセン解毒分解候補微生物を



トリコテセン含有培地で培養し、
TLC と（１）の系にアプライした。
TLC 上に観察されるスポットが変化
し、酵母の増殖能が阻害されない場
合、候補微生物がトリコテセンを解
毒したと判定した。 

（５） （４）で得られた微生物について、
トリコテセンの変換物の同定、微生
物の属種の同定を行った。また、粗
酵素の調整を行い、その性質につい
て調べた。さらに酵素を単離できれ
ば、そのアミノ配列の決定を試みる
こととした。 

（６） 最終的には、解毒分解微生物の応用
利用の系を構築することを目指した。 

 

 

 
４．研究成果 
(1)-① S. cerevisiae BY4742遺伝子破壊ラ

イブラリーからトリコテセン耐性遺伝子
のスクリーニングを行ったところ、22 遺
伝子がトリコテセン耐性を担っている候
補遺伝子としてあげられた。そこには
ergosterol 生合成酵素、液胞 ATPase に関
与するタンパク質、ABC トランスポーター
等のタンパク質をコードする遺伝子が含
まれていた。その中でも、遺伝子破壊をし
た際の阻害率が大きく、なおかつ酵母の生

育を阻害しにくかったのは、erg6 と pdr5
の２遺伝子であった。 

(1)-② そこで、この２遺伝子を含む 3 つの
トリコテセン耐性遺伝子を破壊した三重
遺伝子破壊体の作製を試みたところ、正
常に増殖することができたのは 9 株のみ
であった。それぞれの遺伝子破壊株の T-2 
toxin に対する IC50 を求めたところ、
pdr5、erg6、rpb4 の 3 遺伝子を破壊した
株が、増殖も早く、感度も高かった。図
３にそれぞれに遺伝子破壊株の増殖阻害
率を示す。この株の T-2 toxin IC50 は
0.0015 g/ml で、DON IC50は 1.5 g/ml
となり、その他のトリコテセン（nivalenol 
[NIV], 3-acetyldeoxynivalenol 
[3-ADON], 15-acetyldeoxynivalenol 
[15-ADON], 4-acetylnivalenol 
[4-ANIV]）についても、今まで報告され
たどの微生物よりも、高い感受性を示す
ことが確認できた(図４)。 

 

 
 

 
 
(1)-③ そこで、この三重遺伝子破壊株を用

いて、ディスク阻害法を用いたトリコテセ
ン検出系の構築を試みた。その結果、ディ
スク阻害法では、DON 1.1 ppm（日本の
規制値）によって汚染された小麦穀粒 5 g
分（DON 5.5 g 含有）と、DON 1 ppm
（米国の規制値）によって汚染された小麦
粉 5 g 分（DON 5 g 含有）から DON を
抽出した場合、その汚染を簡易に検出でき
ることがわかった(図５)。 



 

 
 
  以上のことから、本研究により、世界で

初めて、規制値レベルのトリコテセンに汚
染された小麦粒、小麦粉から、そのトリコ
テセンを検出する系を構築することに成
功したといえる。 

 
(2)-① 次に、土壌微生物を中心に、トリコ

テセン解毒微生物のスクリーニングを行
った。その際、①北海道から沖縄まで、日
本各地の土壌微生物（埼玉県内の小麦畑の
土壌微生物、赤カビ病感染小麦の栽培され
ていた畑の土壌微生物を含む）、②花酵母、
③埼玉県を中心とした井戸水中の微生物、
④赤カビ病感染小麦から得た微生物、⑤す
でに単離同定された好塩古細菌など、様々
な種類の微生物を収集し、○a 小麦デンプン
培地、○ｂ大豆デンプン培地、○c トウモロコ
シデンプン培地、○d 堀越培地、○e CMC 培地、
○f 好塩古細菌用培地に植菌した。その際、
○a から○e の培地については、真核微生物を
得るため、バンコマイシンを添加した培地
も調整し、植菌を行った。その結果、総数
で 10,000 コロニー近くの微生物を得るこ
とができた。それらについて、エッペンチ
ューブに対応する液体培地と T-2 toxin、
またはDONをそれぞれ10µg/mlの濃度で添
加し、5日から一週間 30℃で振とう培養し
た。その後、同量の酢酸エチルによって 3
回抽出を行い、窒素を吹きかけて乾固し、
TLC にアプライして、トリコテセンのエポ
キシ環に対し呈色反応を起こす NBP-TEPA
法によって、反応生成物を確認した。  

  その結果、T-2 toxin については、7345
コロニーのうち、代謝されなかったものは
6215 コロニーであり、その他のものは、
別の代謝物に変換された、あるいは、スポ
ットが見られなかった。 

  そこで、代謝物が変換された、あるいは、
変換物が検出されなかった菌体について、
HPLC と LC-MS/MS によって、トリコテセン
の代謝産物を同定することを試みた。その
結果、同定されたほとんどの物質は、脱ア
セチル化体である HT-2 toxin、T-2 triol、

T-2 tetraol であり、残りの代謝物は不明
であった。(脱エポキシ化体は検出されな
か っ た 。 )HT-2 toxin/T-2 triol/T-2 
tetraol および、同定できなかった不明代
謝物について、（１）のトリコテセン高感
度検出系にアプライしたところ、すべての
代謝物が、T-2 toxin よりもはるかに毒性
が低いことが確認できた。 

(2)-② アセチル基を持たないDONについて
も、同じアッセイを試みた。TLC と HPLC
で解析を行ったが、これらのコロニーには、
DON を解毒分解する活性がないことが判
明した。以上のことから、アセチル基を持
つトリコテセンについては、その脱アセチ
ル化を行う微生物が一割程度存在するも
のの、好気性環境下でトリコテセンのエポ
キシ環を開環する微生物は存在するとし
てもかなり希少であることが判明した。そ
れは、真性細菌、アーキア、酵母・カビな
ど、広い範囲の微生物において、同じ傾向
が見られた。トリコテセンの脱アセチル化
を 行 う 真 性 細 菌 は 、 Bacillus 属 、
Amycolatopsis 属、Microbacterium 属、
Rhodococus 属 , Cupriavidus 属 、 
Variovorax属, Sphingobacterium属など、
グラム陽性菌、グラム陰性菌の広い範囲に
わたっていた。 

(2)-③ エポキシ環を開環する微生物を見
いだすことができなかったので、脱アセチ
ル化能を持つ微生物について、探索を行っ
た。トリコテセンには、アセチル基が付い
ている類縁体が多いが、本研究で扱った
T-2 toxin については、1割程度の微生物
が脱アセチル化を行うことができた。これ
らの微生物を遠心し、そのペレットを磨砕
して得た粗酵素においても、その活性が見
られることが多かったが、その至適 pH は
酸性よりのものと、中性部のものとに分か
れた。 

  そこで、本研究では、さらに 4-ANIV と
4,15-diacetylnivalenol(4,15-diANIV)に
ついて、脱アセチル化能を持つ微生物をス
クリーニングした。その結果、4-ANIV と
4,15-ANIVの4位の脱アセチル化を行う微
生物は互いに共通のものが多かったが、そ
れらの微生物は、必ずしも T-2 toxin の 4
位をアセチル化するとは限らなかった。 

(2)-④ これらの4位脱アセチル化酵素を持
つ微生物の応用利用として、NIV 系トリコ
テセンの検出が考えられる。NIV や 4-ANIV
は日本でも多くの農産物にその汚染が見
られるものの、抗体が得られていないため、
ELISA の系が構築されていない。しかし、
3,4,15-triacetylnivalenol(3,4,15-triA
NIV)の抗体は作製されているため、もし、
NIV 系トリコテセンを、トリコテセン生合



成酵素を用いて網羅的に 3,4,15-ANIV に
変換できれば、NIV 系トリコテセンを簡易
に検出できる。しかし、トリコテセン生合
成酵素には、すでに 4位にアセチル基が入
っているトリコテセンの 15 位にアセチル
基を入れられるものがない。そこで、
4-ANIV は一端 NIV に変換される必要があ
る。現在、(2)-③で得られた微生物を用い、
粗酵素で 4-ANIV を NIV に変換する系を構
築することを目指している。 
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