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研究成果の概要： 
 食品および食品原材料から直接、真菌のアフラトキシン生合成に関与する酵素の遺伝子をマ

ルチプレックス PCR により検出し、食品のアフラトキシン汚染を迅速簡便に診断する方法を開

発した。その結果、今回収集した食品のアフラトキシン BG 汚染は 59 検体中 15 検体(25.4％)

であったが、遺伝子検出法では 27 検体(45.8％)から BG 産生酵素の遺伝子が検出された。以上

から、アフラトキシン BG 汚染は考えられているより広範囲の食品に発生する危険性があること、

また、その原因菌としては高いアフラトキシン BG 産生能をもつ A.parasiticus と A. nomius

が関与している可能性があることが明らかになった。 
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１．研究開始当初の背景 
 カビの産生する有毒代謝産物、すなわちマ

イコトキシンによって引き起こされる健康被

害の特徴はその慢性毒性にあり、微量で長期

的な摂取と種々のマイコトキシン暴露による

相乗的な毒性により、発癌の潜在的リスクは

極めて大きいと考えられている。 

 マイコトキシンの農作物に対する自然汚染

については、リスクを減じるため、アメリカ、

カナダ、EU 諸国間主導で、FAO/WHO 合同食品

規約委員会によるマイコトキシンの国際規格

化など国際調和が進められている。日本にお

いても 2002 年小麦のデオキシニバレノール、

2004 年パツリン等、暫定基準値あるいは基準

値が次々と設定されてきた。アフラトキシン

についても、現在、日本では B1の暫定基準値

のみであるが、国際規格に照準を合わせ、B1, 

B2, G1, G2値を合計した総量規制が検討されて
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いる。 

 マイコトキシンの分析は現在、液体クロマ

トグラフィーやガスクロマトグラフィー質量

分析計で測定されている。このような理化学

検査は検出感度と定量性に優れているが、設

備が必要である上に、個々のマイコトキシン

により抽出段階から検査法が異なるため、広

範囲な食品に網を掛ける多検体検査には不適

である。また、一部 ELISA 法が開発されてい

るが、交差反応が多いためあまり使用されて

いない。 

 上述のように、マイコトキシンの検査の必

要性は非常に高まっているが、増大する輸入

食品に対し、検査数を増やすことは多大な費

用と労力がかかる。 

 私達は DNA の濃縮法を検討し、暫定基準値

以下の低濃度汚染の食品を迅速簡便に検出す

る方法を開発することを目指す。輸入食品原

材料や加工前の農産物のチェック体制に導入

できれば、定量を目的とする理化学検査の前

の一次スクリーニングとして非常に有効であ

り、広範囲の食品の安全性確保に寄与できる

と考えられる。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、「食品中に存在するマイコト
キシンはすべてそれらがマイコトキシン産
生真菌に汚染された結果である」ことに注目
し、食品および食品原材料から直接、真菌の
マイコトキシン生合成に関与する酵素の遺
伝子をマルチプレックス PCR により検出し、
食品のマイコトキシン汚染を迅速簡便に診
断する方法を開発する。マイコトキシンの中
でも経口発癌性が最も強いアフラトキシン
をターゲットにする。 
(1) 自然汚染食品からアフラトキシン BG 産
生酵素の遺伝子を直接検出することを試
みる。この方法はアフラトキシン総量規
制のスクリーニング法に適している。広
く実態調査に応用し、理化学検査を同時
に実施することで、使用可能な食品の種
類、検出感度、アフラトキシン量との相
関を明らかにする。 

(2) アフラトキシン(AF)を産生する主要な菌
は、Aspergillus flavus, A. parasiticus, 
A. nomiusである。A. flavusは主にアフ
ラトキシン B(AFB)を、後者 2 種はアフラ
トキシン B と G(AFBG)を産生する。食品か
らこれらの菌の存在を特異的に検出でき
る PCR 法を開発することにより、食品の
アフラトキシン汚染と産生菌の関係を予
測できる。 

 
３．研究の方法 
(1) 使用菌株：当所保存株である AFB 産生性

A.flavus 10 株、AFBG 産生性 A. flavus 5
株、A. parasiticus 10 株、FP 株 5 株、
A. tamarii 10 株、A. bombycis 2 株、A. 
pseudotamarii 1 株、A.nomius 10 株 

(2) 輸入原材料及び市販食品：AF が検出され
た食品 55 検体と検出されなかった食品
11 検体を試料とした。主な産地国は中国
21 検体、アメリカ 12 検体、マレーシア 5
検体、その他 9 検体で、19 検体が不明で
あった。 

(3) 食品及び分離菌培養液中の AF の測定：定
法により HPLC 法で測定した。 

(4) 食品からの DNA 抽出法：Fast DNA SPIN 
Kit(Q・BIO gene)を使用した。 

(5) norB-cypA region をターゲットにした

PCR 

① プライマー作製：GenBank データベース
（accession number：AY371490, AY510451, 

AY51052, AY510453, AY510454）を参考に、

プライマーを作製した。 

②PCR の条件 

PCR 反応液は TaKaRa の Z-Taq の組成に従

い、反応条件は96℃で1分、98℃5秒, 65℃

5 秒, 72℃20 秒を 35 サイクル、72℃で 5

分であった。PCR 産物は 1.5％アガロース

ゲルで電気泳動し、エチジウムブロマイ

ドで染色した。 

(6) AFBG 産生酵素遺伝子を検出する PCR 法の
開発 

 遺伝子 cypA と AFB の合成に必要な遺伝子

ordA をターゲットにして、multiplex PCR 法

を開発した。 

① プライマー作製：GenBank データベース
（accession number：AY371490, AY510451, 

AY51052, AY510453, AY510454）を参考に、

AFB産生株検出のため、ordA1F, ordA1Rを、

AFBG 産生株検出のため、norBc3F, norBc3R

のプライマーを設計した。予想される PCR

産物の大きさはそれぞれ、約 660 bp と約

300 bp である。 

② PCR の条件：QIAGEN Multiplex PCR Kit を
使用し、各プライマーは0.2 µMに調整した。

反応条件は 95℃で 15 分、94℃30 秒, 63℃

90 秒, 72℃90 秒を 40 サイクル、72℃で 10

分であった。PCR 産物は 1.5％アガロースゲ

ルで電気泳動し、エチジウムブロマイドで

染色した。 

(7) A. flavus, A. parasiticus, A. nomius
の種を同定する PCR 法の開発 

① プライマー作製：上記データベースに ITS
領域のデータベースを追加して、種を同定

するプライマーを設計した。予想される

PCR産物の大きさは A. flavusが約440 bp、
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A. parasiticusが約 260 bp、A. nomiusが

約 620 bp である。 

② PCR の条件：上記と同じ 
 

４．研究成果 

(1)norB-cypA region をターゲットにした

PCR：AFB 産生性 A. flavus と AFBG 産生性 A. 

parasiticus を使用して、norB-cypA region

をターゲットに PCR を実施した結果、A. 

flavusは約 0.3 kb と 0.8 kb、A. parasiticus

は約 1.8 kb の PCR 産物が得られた（図１）。G

を産生しない B 単独産生の A. flavus は

norB-cypA region に 1~1.5 kb の欠損が存在

することが明らかになった。この結果を利用

して、AFB 産生株と AFBG 産生株を同時に検出

できるプライマーを設計した。 

 

       

 

 

 

 

 

 

  

 
 

図 1.1, A. flavus OPS318; 2, A. flavus OPS247; 

3, A. flavus OPS223; 4, A. flavus OPS406; 5, A. 

parasiticus OPS165; A. parasiticus OPS647.  

 

(2)AFBG 産生酵素遺伝子を検出する PCR 法： 

 AF 産生菌株で PCR 条件を検討した後、AF

汚染食品から DNA を抽出し、直接 PCR 法を実

施した（図 2）。AFB 産生に必要な酵素遺伝子

ordAが検出された場合は 660 bp に、AFBG 産

生に必要な酵素遺伝子 norBが検出された場

合は 330 bp にバンドがみられた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図 2.1,白コショウ; 2,ターメリック; 3,パプリカ; 

4,ピスタチオ; 5,ナツメグ; 6,ピーナッツ 

 

(3)flavus, A. parasiticus, A. nomiusの種

を同定する PCR 法： 

 保有菌株を使用して、PCR 条件を検討した

後、AF 汚染食品から DNA を抽出し、直接 PCR

法を実施した（図 3A, 3B）。59 検体中 4 検体

から A.nomiusのバンド(620 bp)が検出された

ため、個別の PCR を行い、塩基配列を調べた。

その結果、A. nomiusの遺伝子であることが

確認できた。 

図 3A.1,コーンフラワー; 2,白コショウ; 3,ピー

ナッツ; 4,ピーナッツ; 5,ピーナッツ; 6, ピーナ

ッツ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図 3B.1,A.flavus(A.flavus); 2,白コショウ

(A.parasiticus); 3,白コショウ(A.nomius); 4,

白コショウ(A.flavus); 5,ピーナッツ

(A.parasiticus); 6, ピーナッツ(A.nomius) 

＊( )内はプライマー 

 

(3) AF 汚染食品の実態調査への応用 
 AF が検出された市販食品及び食品原材料

55 検体と検出されなかった食品 11 検体につ

いて、AF 汚染濃度の測定、AF 産生酵素遺伝

子を検出する PCR 法、産生菌の種を検出する

PCR 法、培養試験、分離菌の AF 産生性を調べ

た。 

①スクリーニング法としての応用 

 表 1 に示したように、総 AF 濃度が 1.0-20 

µg/kg で 13 検体 12 検体、20µg/kg 以上で 15

検体中 14 検体が AF 遺伝子陽性となり、スク

1 2 3 4 5 6 M M 

1.8 

0.8 

0.3 

kb 

1 2 3 4 5 6 M kb 

660 (B) 

300 (G) 
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リーニング法として使用可能であると考え

られた。しかし、総 AF 濃度 0.1-1.0 µg/kg

の低濃度汚染では 20 検体 14 検体しか陽性と

ならず、0.1µg/kg の検出限界値以下では逆に

4 検体陽性となった。このように、非常に低

濃度汚染では結果が一致しない理由として、

菌株により AF 産生能が異なるため菌量と AF

量は厳密には一致しないこと、食品加工時に

加わる熱に対して DNA より AF の方が強いこ

とが考えられた。 

 表 2 は食品別の検出数を示している。この

ように、たいていの食品に応用可能であった

が、ナツメグだけは3/6と検出率が低かった。

また、ピーナッツバター5 検体とローストピ

ーナッツ 2 検体は AF 高濃度汚染であっても

遺伝子は全く検出されず、理由として、高加

熱処理がなされているためと考えられる。ナ

ツメグ以外の食品に AF 産生菌の胞子を添加

し、本 PCR 法の感度を測定した結果、約

104cfu/g であった。培養試験での A.flavus

の菌数は 10 cfu/g から多くても 103 cfu/g レ

ベルであったことから、カビは死滅しても

DNA は残存していることがわかった。 

 

表 1.食品の AF 汚染量と遺伝子検出法との比

較 

(Af,A.flavus; Ap,A.parasiticus; An,A.nomius) 

 

③ AF 汚染実態調査の結果 
 今回調査した食品の AFBG 汚染は 59 検体中

15 検体（25.4％）であったが、遺伝子検出法

では 45.8％から BG 産生酵素の遺伝子が検出

された(表 2)。食品別ではターメリックとピ

スタチオ以外のすべての食品から検出され

ている。また、表 1 より、AF 汚染濃度別の

BG 汚染の比率を見ると、すべての濃度で実際

測定された試料数より BG 遺伝子が検出され

た試料数の方が多かった。特に、0.1-1.0 

µg/kg の試料ではすべて AFB しか検出されな

かったが、BG 遺伝子が検出された試料が 8検

体あった。AF は生合成の過程で、AFB から AFG

に変換されるため AFG 濃度は AFB 濃度より低

いことが多く、非常に低濃度であれば AFG 検

出は困難となる。以上から、AFBG 汚染はピー

ナッツはもとより、考えられているより広範

囲の食品に発生する危険性があることが示

唆された。 

 AFBG を産生する主な菌は、A. parasiticus

と A. nomiusとアフリカや西南アジアに生息

する小型菌核を形成する A.flavus である。

今回、種特異的 PCR 法で調べた結果、BG 遺伝

子検出法で陽性であった 27 検体中、14 検体

が A.parasiticus遺伝子陽性であった。また、

4検体から A.nomiusの遺伝子も検出された。 

 

表 2.食品別の AF 汚染数と遺伝子検出法との

比較 
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い。しかし、他の市販食品では AFBG が検出

された食品であっても A.parasiticusが分離

されることはほとんどなく、AFBG 汚染の原因

菌の分布については不明であった。A.nomius

も同様で、食品からの分離報告は非常に少な

い。 

 今回、A.parasiticus の遺伝子はアーモン

ド、コーンフラワー、パプリカ、ピーナッツ

から検出された。A.nomiusの遺伝子は 3 検体

が白コショウ（マレーシア産 2 検体、不明 1

検体）、1 検体が中国産のハトムギであった。

A.nomius は分離報告が少ないため、AFBG 汚

染の原因菌として注目されたことはほとん

どない。しかし、白コショウから高率に

A.nomiusの遺伝子が検出されたことから、考

えられているよりは広く土壌に定着し、AFBG

の食品汚染に関与している可能性が示唆さ

れた。 

 培養試験で分離された菌株はほとんどが

A.flavusで、A.parasiticusが分離されたの

はピーナッツ以外ではアーモンド 1検体のみ

であった。培養試験で A.flavus 以外の種が

分離されにくい理由としては、A.flavusが優

勢種であり形成する胞子数が圧倒的に多い

ため他種の菌はその中に埋もれて検出でき

ないと考えられる。分離された A.flavus の

中で AF 産生株は比較的少なかった。分離さ

れたA.parasiticusの菌株はすべて高いAFBG

産生性を示した。 

 以上より、食品の AFBG 汚染には高い AFBG 

産生能をもつ A.parasiticusと A. nomiusが

広く関与している可能性が示唆された。 
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