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研究成果の概要（和文）：カビ毒トリコテセン類の糖抱合体は、従来の検出法で検出が困難であること、哺乳類
の腸内環境でトリコテセンが遊離する可能性があることから、そのリスクが懸念されている。本研究では、これ
まで知見が殆どなかったFusarium属菌によるトリコテセンC-4位糖抱合について、検証を行った。その結果、
Fusarium graminearumから、C-4位のグルコース転移酵素遺伝子をクローニングし、その活性を実証することが
できた。また、得られた配糖体はそのアグリコンに比べ、はるかに毒性が低いことも示された。さらに、
trichodermolのC-4位配糖体の構造は非常に安定であることも示された。

研究成果の概要（英文）：Glucoconjugates of trichothecene mycotoxins are difficult to detect by 
conventional detection methods, and are possibly hydrolyzed to release trichothecenes in the 
intestinal environment of mammals, raising serious concerns about their risk to food safety. Thus, 
in this study, we investigated trichothecene glucoconjugation at the C-4 position, which was novelly
 found in trichothecene-producing fusarea. We performed cloning of a responsible gene for the C-4 
glucosyltransferase in Fusarium graminearum and successfully confirmed the activity of the 
recombinant enzyme obtained in E. coli. We also obtained several glucosides of trichothecenes and 
found that they were far less toxic than their corresponding aglycones. Furthermore, it was shown 
that the structure of trichodermol-4-glucoside was very stable in a wide range of pH and in 
artificial digestive fluids and resistant to several α-glycosidases.

研究分野：食品化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
トリコテセン配糖体は、検出が難しい上に、体内でトリコテセンを遊離し毒性を発揮する可能性があるため、食
の安全上、重大な問題となっている。これまでは、トリコテセン生産菌に感染された植物が解毒するために、
C-3位を糖抱合することが知られていたが、本研究では、新たにC-4位糖抱合体が見出された。本研究では、最も
メジャーなトリコテセン生産菌であるFusarium graminearumが有するグルコース転移酵素遺伝子をクローニング
し、さらに生産された配糖体について構造･性状解析を行った。配糖体の農業経済的、食品衛生上のインパクト
は大きいため、その調査は学術的、社会的行きが大きいと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

かび毒（マイコトキシン）は農産物を汚染するため、農業上また食品衛生上、重大な問題と言え
る。中でもトリコテセン系マイコトキシンは、主に Fusarium属菌が重要穀類に感染した際に生
産されるカビ毒で、人や家畜への健康被害が強く懸念されている。Fusarium 属菌に感染され、
トリコテセンで汚染された植物の中には、その防御機構により、トリコテセンの C-3 位を糖抱
合して低毒化することが知られている。しかし、このトリコテセン配糖体は、従来の検出を免れ
てしまう上に、近年、この配糖体が哺乳類の腸内環境で加水分解され、アグリコンであるトリコ
テセンが遊離して毒性が復活する可能性が示された。従来の検出法を免れ、しかも、その毒性を
復活させうるカビ毒配糖体の存在は、食の安全を管理する行政側に多大な衝撃を与えた。さらに
本研究室では、Fusarium属菌自
らが C-4 位の糖抱合を行うこと
を見出した。この知見は新規のも
ので、新規配糖体の食の安全上の
リスク検証、検出方法の構築、糖
抱合の担当酵素の性状解析等を
早急に実施する必要があると考
え、本研究を実施することとし
た。 

 

２．研究の目的 

これまで、Fusarium属菌が、自らが生産するトリコテセンに対し糖抱合する酵素を持つ、と
いう事実はほとんど知られていなかった。しかも、新たに見つかった配糖体は、これまで多くの
研究がなされたC-3位にではなく、C-4位に糖抱合する配糖体であり、Fusarium特有のグルコー
ス転移酵素UGT (Fg UGT)が存在すると考えられた。C-3位配糖体と同様、もしこの配糖体のグ
ルコシド結合が哺乳類の消化器官で容易に切断されるのであれば、トリコテセンが糖から離れ
て遊離し、重大な危害要因になる可能性がある。現在まで、このトリコテセンC-4位糖抱合体に
ついては、毒性やその加水分解のしやすさなどについて、情報が著しく乏しい。よって本研究の
最大の目的は、重要穀類を汚染するカビ毒から食の安全を守るために、この糖抱合体の食へのリ
スクを検証し、検出系を構築するとともに、Fg UGTの性状の詳細を明らかにすることとした。 
そのためにまず、各種トリコテセン配糖体の生産、精製と同定が必要となった。その上で始め
て、検出系の構築が可能となるためである。検出系の構築には、これまで本研究チームが長年に
かけて作成してきたトリコテセンMS/MSライブラリーに、新たに見出されるトリコテセン配糖
体群のMS/MSを加えていくこととした。さらに、それら配糖体とアグリコンの毒性の比較検証
も同時に行い、その上で、各種配糖体の加水分解のしやすさも確認することとした。このように、
本研究では構造解析と性状解析を並行して行っていくことが必須と考えた。 

また、本研究チームではこれまで、Fusarium graminearumのトリコテセン生合成の初発遺
伝子であるTri5を破壊し、トリコテセン生産能を失わせた株（FgΔTri5）、さらにトリコテセン
解毒遺伝子Tri101 (トリコテセンC-3位アセチル化酵素TRI101をコードする遺伝子)をも二重に
破壊した株（FgΔTri5ΔTri101）を作製してきた。興味深いことに、単一遺伝子破壊株FgΔTri5

にFusarium型トリコテセンを添加するとTRI101によるアセチル化が起き、二重遺伝子破壊株



に添加して始めて新規配糖体は生産された。すなわちFusarium属菌にとって、この糖抱合反応
は自ら生産する毒物に対する自己耐性機構として働くものの、TRI101の補完的役割の可能性が
あると考えられ、糸状菌の自己耐性機構のあり方として学術的にも非常に興味深いと言える。 

さらにこの糖抱合反応は、将来、トリコテセン類の直接的防除につながる可能性がある。もし
既知のC-3位配糖体とは異なり、C-4位配糖体がヒトや家畜の消化器官においても安定であるな
らば、Fg UGTs遺伝子を穀類に形質転換することで、トリコテセンに汚染された食料中、特に
飼料中のトリコテセン解毒が実現する可能性がある。 

これらの疑問と課題を解明、解決していくことで、食の安全に貢献することを本研究の目的と
した。 

 

３．研究の方法 

本研究では、トリコテセン C-4位配糖体のリスク検証が大きな目的の一つである。そこでまず、
トリコテセン配糖体を得る目的で(1)と(2)を実施した。(1)と(2)の結果を元に、(3)の配糖体の毒性
評価、（4）の配糖体の加水分解に対する安定性の検証を行った。その結果を踏まえ、実際の検出
の実施に結びつけることとした。また、(5)で Fusarium 属以外のトリコテセン生産糸状菌での
糖抱合活性についても検証を行った。 

(1) 本研究チームは、多数のトリコテセンを保有しているため、それらを FgΔTri5ΔTri101 株、
あるいは、次項(2)で得られた recombinant Fg UGTに添加した。得られた糖抱合体を生産・
精製単離し、NMRにより同定した。その後、LC-MSにアプライしてMS/MSスペクトルを
得てMS/MSライブラリーに加えた。 

(2) Fusarium属菌の C-4位糖抱合酵素 (Fg UGTs) 遺伝子のクローニングとその異種発現

を試みた。まず、NCBIでのキーワード検索や BLAST での UDPGT、GT ドメインを

持ちグルコース付加を行う可能性がある遺伝子を絞り込んだ。候補遺伝子のトリコテセ

ン添加時の発現解析と共に、候補遺伝子の遺伝子破壊株を作製し、糖抱合活性が失われ

るかを確認した。次に、RNA-seq 解析により、trichodermol 添加で発現レベルが誘導

され、かつ TMP値が増加した遺伝子の中で、糖転移に関与する遺伝子を探索した。最

終的には、見出された遺伝子について、大腸菌に異種発現させ、recombinantタンパク

質を生産させ、活性を確認した。 

(3) 上記で生産された C-4位糖抱合体について、そのアグリコンと毒性を比較した。その際、ヒ
トの培養細胞(HL-60)とトリコテセン高感受性酵母（Mycotoxins 63, 161-70 (2013)）を用い、
各々のトリコテセンとその配糖体の毒性を検証した。 

(4) C-4 位糖抱合体の加水分解に対する安定性の検証も行った。pH の異なる溶液に配糖体を添
加する、各種α-glucosidase を配糖体に添加する、あるいは、人工消化液中に配糖体を添加
し、トリコテセン C-4位糖抱合体がどの程度安定かを検証した。 

(5) 当初の計画と共に、Fusarium以外のトリコテセン生産菌に異属、異種の生産するトリコテ
センを添加し、トリコテセン配糖体の生産を試みた。 

 

  



４．研究成果 

 本研究の特筆すべき成果として、トリコテセン C-4 位糖抱合酵素のクローニングに成功した
点が挙げられる。NCBIでのキーワード検索や BLASTでの UDPGT、GTドメインを持つ遺伝
子について検索を行ったところ、33 種類の遺伝子に絞り込むことができた。しかし、
trichodermol の添加時の発現解析や、各遺伝子破壊株の作製による配糖体か活性の喪失につい
ては、ポジティブな結果が得られず、目的の遺伝子は発見できなかった。このことから、既存の
UGT とは異なる可能性が示唆された。そこで、RNA-seq 解析を行ったところ、発現レベルが
100倍以上誘導され、かつ、TPM値が 3,000を越えた遺伝子のうち、糖転移に関与すると考え
られる遺伝子が 1つ見出された。F. graminearumに trichodermolを添加したところ、ノザン
ブロットにおいて、この遺伝子の強い発現誘導が見られた。そのため、この遺伝子を TGT1 と
命名した。Tgt1遺伝子破壊株は、その親株に比べ、trichodermol添加時の基質消失は顕著に遅
れた。（しかし、消失は見られたため、糖抱合反応の他に、親水性を増す第 II相反応が行われて
いることが示唆された。）さらに、この Tgt1 を大腸菌に遺伝子導入した株を作製した。ここか
ら recombinant TGT1を生産させ、そこに trichodermolを添加したところ、C-4位配糖体への
変換が見られ、この酵素が C-4位糖抱合を担っていることが証明された。 

次に、トリコテセン配糖体の生産について述べる。C-3位に水酸基を持たないtrichodermol, 

trichothecin, trichothecolon, 8-deoxytrichothecinをFgΔTri5株、および、FgΔTri5ΔTri101株に
添加することで、すべて糖抱合体になることが示された。C-3位に修飾基を持つトリコテセンの
うち、FgΔTri5ΔTri101株に添加して糖抱合が起きたのは、HT-2 toxin, 3-acetyl HT-2 toxin（ご
く微量）、nivalenol、15-acetylnivalenolとなった。recombinant TGT1については、現在までに、
15-acetylscirpenol、15-acetylnivalenol、HT-2 toxinでの変換が確認されている。トリコテセン
糖抱合の構造解析については、MS/MSにおいて、C6H12O6の付加がはっきりとわかる状況であ
ったため、糖抱合はまず間違いないと考えられる。大量精製できたものについては順次NMRで
の同定を行っている。 

 トリコテセン配糖体の毒性検証ついては、ヒト培養細胞のHL-60とトリコテセン超高感度酵母
（BY4742 pdr5Δerg6Δrpb5Δ）を使用した。精製できたトリコテセン配糖体とそのアグリコ
ンであるトリコテセン単体の比較検証を行っている。HT-2 toxinとtrichodermolの配糖体をそれ
ぞれ調べたが、どちらも配糖体での毒性はアグリコンよりもはるかに低下していた。 

 trichodermolの配糖体については、広範囲のpH、各種α-glycosidase、人工消化液に対して、
高い安定性を示した。この配糖体は、哺乳類の腸内微生物により加水分解される可能性もあり、
さらなる検証の必要があると考えられる。 
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