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研究成果の概要（和文）：千葉大真菌医学研究センター保有のAspergillus niger株を培養後、LC-MS/MSを用いてフモ
ニシンB2産生を確認した。フモニシン生合成クラスター遺伝子として知られるfum8遺伝子の破壊株と再導入株を作製し
フモニシン産生とfum8遺伝子の因果関係を証明した。フモニシン生合成中間体の解析を進め、フモニシンB4、C2、C4を
確認した。千葉大真菌医学研究センター保有のAspergillus niger菌株12株について調べたところ、約半数に相当する5
菌株でfum8遺伝子が確認された。fum8遺伝子がAspergillus nigerのフモニシン産生性の判別に有効であることが示唆
された。

研究成果の概要（英文）：Aspergillus niger strain obtained from the Medical Mycology Research Center of 
Chiba University was cultured, and its production of a mycotoxin, fumonisin B2 was confrimed by LC-MS/MS. 
The existence of fum8 gene, a part of fumonisin synthesis cluster gene was confirmed in this strain by 
PCR and Southern blot analysis. Therefore, fum8 disruptants and corresponding re-introduced transformant 
strains were prepared. The results indicated that fum8 is closely related with the ability of fumonisin 
B2 production of the Aspergillus niger. Other intermediate products as well as fumonisin isomers were 
detected, and confirmed as fumonisin B4, C2, and C4, respectively. Among other Aspergillus niger strains 
in the Medical Mycology Research Center, 12 strains were tested for the existence of fum8 gene, and 5 of 
them were found to be harboring the fum8 gene. These 5 strains produced fumonisin B2,indicating that fum8 
is a useful marker gene for checking the fumonisin production of Aspergillus niger.

研究分野： カビ毒
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１． 研究開始当初の背景 
黒麹菌の分類は最近の遺伝子塩基配列を

基にした解析結果から、Aspergillus niger に
近縁なグループと、それ以外の黒麹菌
（Aspergillus awamori）が主流をなすグル
ープの２つに分けられている。黒麹菌の安全
性については、同菌種がわが国において古く
から食品・醸造産業に利用されてきたことや、
米国農務省（United States Department of 
Agriculture, USDA）が”安全と見なされる”
と評価したことから、最近まで疑問視される
ことはなかった。しかし、2007 年にカビ毒
として知られるフモニシン B1（FB1）の同
族体フモニシン B2（FB2）を A. niger が産
生することが報告された（Frisvad ら  J. 
Agric. Food Chem., 55, 9727 (2007)）。フモ
ニシンは 1988 年に発見されたかび毒であり、
植物病原菌である Fusarium verticillioides 
や Fusarium proliferatum 等が主な産生菌
として知られてきた。特にトウモロコシにお
ける汚染が問題視されており、農林水産省消
費・安全局によるサーベイランスモニタリン
グ計画の中でも優先度 A に指定されている。
このようなカビ毒の産生が黒麹菌である A. 
niger においても確認され、その産生性は分
離株の約 75％が有するとも報告された
（Nielsen ら Anal. Bioanal. Chem., 395, 
1225 (2009)）。そこで、国産 A. niger にお
けるフモニシン産生の普遍性と産生性を裏
付けるための生合成経路の解明が急務であ
ると考え、本課題研究を立案した。 
 
２．研究の目的 
 フモニシン産生には数多くの生合成酵素
が関与する複雑な経路が必要であり、産生菌
の遺伝子上にはそれら一連の酵素をコード
する遺伝子群（遺伝子クラスター）が保持さ
れていることが通例である。Fusarium 属に
よるフモニシン産生では、FB1、FB2、フモ
ニシン B3（FB3）の 3 種の異性体が産生さ
れることが知られている。一方、A. niger に
よるフモニシン産生では FB2 とその前駆体
であるフモニシン B4（FB4）が報告されて
おり、FB1 や FB3 の産生例は報告されてい
ない。また、フモニシン B6（FB6）とされ
る中間体と思われる物質の産生例も報告さ
れているが、生合成経路のどの段階で産生さ
れているのかは明らかではない。本課題では
A. niger によるフモニシン産生リスク評価の
指標として FB2 の合成経路を解明するとと
もに、FB1 や FB3 の産生性の有無も明らか
にすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 ２．の研究目的達成のために、3 年間で以
下の実験を行う。 
（１）国産 A. niger におけるフモニシン合成
遺伝子破壊株の作製 
 菌株保存機関である千葉大学真菌医学研
究センターが保有する国産A. niger菌株を合

成培地やコメ培地を使用して培養し、フモニ
シン産生試験を行う。FB1 や FB3 の産生性
の有無に関しても明らかにする。菌株を上記
培地にて培養後、培養液を高速液体クロマト
グ ラ フ ィ ー 質 量 分 析 法 （ LC-MS, 
LC-MS/MS）に供し、試薬標品を用いたイオ
ンシグナルと比較することでフモニシンの
定性・定量分析を行う。その際、必要であれ
ば水/メタノール（または水/アセトニトリル）
混合液を用いて抽出した後、固相抽出カラム
（SPE カラム）による濃縮・精製を行う。培
養時に得られる菌糸も回収し、ゲノム抽出を
行った後、フモニシン産生に関与する遺伝子
の有無の確認を PCR とサザン解析により行
う。 
一方、国産 A. niger 株のうちフモニシン産

生が確認された菌株について、フモニシン合
成に関与する遺伝子を破壊した菌株の取得
を試みる。遺伝子破壊が PCR およびサザン
分析により確認された株について上記と同
様に培地による培養と抽出およびフモニシ
ン分析を行い、フモニシン生産の有無を確認
する。 
 
（２）フモニシン合成遺伝子破壊株が産生す
る生合成中間体の同定とフモニシン合成遺
伝子再導入株におけるフモニシン産生性再
現の確認 
フモニシン合成遺伝子破壊株を上記と同

様に培養後、抽出・精製し、フモニシン生合
成における中間体の検出と同定を行う。FB1, 
FB2, FB3 の生合成経路においては FB4 や
FB6 と呼ばれる中間体が存在することが報
告されている（Mansson ら、J. Agric. Food 
Chem., 58, 949 (2010）が、これらに該当す
る中間体が検出されれば、国産 A. niger 株の
フモニシン生合成においてどのような酵素
が関与しているかを特定し、生合成経路を推
定できる。新規な中間体が検出された場合に
は、高分解能 LC-MS を用いた分析を行い、
精密質量やフラグメンテーションパターン
による当該化合物の同定を試みる。一方、フ
モニシン合成遺伝子破壊株に対して破壊遺
伝子を修復した再導入菌株を作製し、培養・
抽出・分析を行い、フモニシン産生性が回復
するか否かを確認する。当該遺伝子の再導入
によってフモニシン産生性が回復すれば、同
遺伝子がフモニシン合成に必須であること
が証明される。 
 
４．研究成果 
（１）国産 A. niger におけるフモニシン合成
遺伝子破壊株の作製 
 代表的な国産 A. niger 菌株を選抜し、培養
後、フモニシン産生の有無を LC-MS/MS を
用いて調べた。その結果、培養液中に FB2
が検出され、同菌株のフモニシン産生性が確
認され、培養日数とともに濃度が増加するこ
とも確認された。また、FB2 の異性体である
FB1 およびフモニシン FB3 は検出されなか



った。一方、この株についてフモニシン生合
成遺伝子クラスター内遺伝子の代表的な遺
伝子として知られるおよび fum8 の有無を
PCR とサザン解析を用いて調査したところ、
fum8 と推定される遺伝子（以下 fum8 とす
る）が存在することが確認された。そこで、
本菌株において fum8 遺伝子機能がフモニシ
ン産生性に関係しているかを調べるため、
fum8 遺伝子破壊株を作製し、その性状を解
析した。その結果、fum8 遺伝子破壊株では
FB2 の産生が完全に失われた。また、fum8
遺伝子破壊株は生育速度、ストレス感受性な
ど、FB2 産生以外の表現型については野生型
株との相違点が見出されなかったことから、
fum8 遺伝子は FB2 産生のみに関与する遺伝
子であることが示唆された。 
 
（２）フモニシン合成遺伝子破壊株が産生す
る生合成中間体の同定とフモニシン合成遺
伝子再導入株におけるフモニシン産生性再
現の確認 
 fum8 遺伝子破壊株に関して培養を行いフ
モニシン生合成中間体の産生の有無を調べ
たが、LC-MS、LC-MS/MS による生合成中
間体の存在は確認されなかった。この理由と
しては fum8 がフモニシン生合成経路の比較
的上流に位置する酵素タンパクをコードし
ていることが考えられた。一方、遺伝子破壊
株に fum8 遺伝子を再導入することにより、
破壊遺伝子を修復した再導入菌株を複数作
成し、野生株および破壊株との比較を行った。
野生株と同等レベルではなかったが、再導入
菌株において FB2 産生性が確認され、fum8
遺伝子と FB2 産生性の関与がより強く示唆
された。fum8 遺伝子が FB2 生合成クラスタ
ーの一部を構成することは従来報告されて
いたが、当該遺伝子の破壊株および再導入株
を作製しフモニシン産生との因果関係を直
接証明した報告例はなく、本研究成果が最初
の例である。 

fum8 遺伝子と FB2 生合成経路の関係をさ
らに詳細に調べるために、野生株および遺伝
子再導入株の培養液についてもフモニシン
生合成中間体の産生の有無を LC-MS、
LC-MS/MS で調べた。その結果、FB2 の他
に FB4、フモニシン C2（FC2）、フモニシン
C4（FC4）と推定される化合物が検出され、
培養日数とともに濃度が増加することが確
認された。これらの化合物はいずれも fum8
遺伝子破壊株では産生が消失しており、fum8
の再導入によって産生性が回復したため、
fum8遺伝子はFB2だけではなく、FB4, FC2, 
FC4 と推定される化合物の産生にも関与す
る遺伝子であることが示唆された。さらに、
千葉大真菌医学研究センター保有の A. niger
菌株 12 株に関して fum8 遺伝子の有無を調
べたところ、約半数に相当する 5 菌株におい
て fum8 遺伝子の存在が確認された。これら
の 5 菌株はいずれも FB2 産生を示したこと
から、fum8 遺伝子が A. niger におけるフモ

ニシン産生性の判別に有効であることが示
唆された。 
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