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研究成果の概要（和文）：Fusarium graminearum等の赤カビ病菌は、nivalenol (NIV)等のトリコテセン系カビ
毒を生産するが、簡易検出系のELISAに必要な抗体が得られないため、事実上放置されている。しかし、NIV系ト
リコテセンをアセチル化することで、3,4,15-triacetylnivalenolに変換でき、この生産物はELISAで測定が可能
である。本研究では、NIV系トリコテセンの3, 4, 15位をアセチル化する酵素を、F. graminearumと土壌微生物
から得て、それらを効率的に反応させることにより、一括変換する条件を見いだすことに成功した。 

研究成果の概要（英文）：Filamentous fungi such as Fusarium graminearum produce trichothecene 
mycotoxins including nivalenol (NIV). However, since effective antibodies necessary for ELISA to 
detect NIV-type trichothecenes have not been obtained yet, these mycotoxins are not regulated 
properly. Thus, we assumed that NIV-type trichothecenes can be converted to 3,4,
15-triacetylnivalenol by acetylase, and this product can be measured by ELISA. In this study, we 
attempted to acquire enzymes that acetylate at positions C-3, C-4, and C-15 of NIV-type 
trichothecenes, from F. graminearum we purchased and modified by genetic engineering, and soil 
microorganisms we screened for. We succeeded in finding the proper conditions for collective 
conversion of NIV-type trichothecenes to 3,4,15-triacetylnivalenol, which is detectable by ELISA. 
This research may contribute to the construction of a collective detection system of NIV-type 
trichothecenes.

研究分野： 食品科学　食品毒性学　微生物工学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 Fusarium graminearum 等の糸状菌はト
リコテセン系カビ毒を生産し、食の安全を脅
かす。我が国でも、nivalenol (NIV；図１)、
deoxynivalenol (DON)、それらの類縁体が農
作物において頻繁に検出され、問題となって
いる。中でも、NIV 系トリコテセンは DON
と毒性が同等か、それ以上であるにもかかわ
らず、簡易検出系である ELISA 用の抗体が
作製できないため、その検出が困難である。
そのため、DON とは異なり、未だに適切な
法的規制がなされていないという現状があ
り、食の安全性を守るという観点から考えて
も、由々しき問題と言えよう。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、NIV またはそのアセチル化体
をすみやかに検出するために、NIV 系トリコ
テセンの側鎖修飾を一括で行い、一分子種に
統一する技術の構築を目指すこととした。す
なわち、NIV に対しては ELISA に用いるこ
とができる高い結合能を持った抗体が生産
されていないものの、その C-3、C-4、C-15
位 に ア セ チ ル 基 が 付 加 し た
3,4,15-triacetylnivalenol (3,4,15-triANIV)
に対しては、ELISA に使用可能なグレードの
抗体が存在することが知られている。そのた
め本研究では、NIV とその類縁体を酵素的に
3,4,15-triANIV に変換し、NIV 系トリコテセ
ンを簡易に一括検出する系の構築を目的と
した。 
 
（１）この目的のために、各種トリコテセン
生合成酵素に着目した。C-3、C-4、C-15 位
をそれぞれアセチル化するトリコテセン生
合成酵素は TRI101、TRI7、TRI3 であるが、
TRI101 と TRI3 はすでに大腸菌などを利用
した異種発現が成功している。しかし、C-4
位アセチル化を担うとされる TRI7 は未だに
謎が多く、異種発現にも大量生産にも成功し
ていない。そこで、本研究ではまず TRI7 の
機能・性状解析と大量発現を目指すこととし
た（図２の経路 A）。 
 
（２）次に、C-15 位のアセチル化を担う TRI3
については、C-4 位にアセチル基が付加した
トリコテセンに対して活性がないという強
い基質特異性が問題となっている。そこで、
C-4 位がアセチル化した 4-acetylnivalenol  
(4-ANIV)に対し、その C-15 位をアセチル化

する酵素活性をもつ土壌微生物のスクリー
ニングを行った（経路 B）。また逆に、4-ANIV
を脱アセチル化する酵素活性を持った土壌
微生物のスクリーニングも並行して行った
（経路 C）。これは、経路 B を行う微生物酵
素を得られなった場合、これを迂回する経路
が必要と考えたためである。 
  
（３）最終的に、C-3、C-4、C-15 位の各ア

セチル化酵素を生産・精製し、NIV 系トリコ
テセンを 3,4,15-triANIV に変換、ELISA で
簡易検出できる系を構築することを目的と
した。 

 
３．研究の方法 
（１）NIV の C-4 位アセチル化酵素である
TRI7 を発現させるために、NIV 生産菌の
MAFF 111233 株の wild type (WT)を用いて、
粗酵素の抽出を試みた。また、脱アセチル化
酵素の TRI8、TRI104 が TRI7 の反応に干渉
する可能性を考慮し、Tri8 単一遺伝子破壊株
と Tri8/Tri104 二重遺伝子破壊株を作製し、
その粗酵素の抽出と TRI7 活性の検証を行っ
た。基質として TRI7 本来の基質である
3,15-diacetylnivalenol (3,15-diANIV)を、ア
セチル化の補酵素にはアセチル CoA を用い、
反応 pH を 7.0 に、反応温度を 30℃として反
応を行った。 
次に、遠心分画によって粗酵素を分画し、
どの部分に活性がより強く存在するかの確
認を行った。また、Tri7 遺伝子を元々持たな
い DON 生産菌 JCM 9873 株に、Tri7 を TEF 
promoter 下流につなぎ、強発現させた遺伝
子組換え株を作製し、上記と同様の実験を行
った。 
 また、TRI7 酵素が最も効率的に反応を触
媒できる条件と、活性保持が可能な保存条件
を検証した。前者では、至適 pH、至適温度、
バッファー、金属イオンの添加の有無、プロ
テアーゼ阻害剤の添加の有無、BSA の添加の
有無などで条件を振り、粗酵素の活性確認を
行った。また、保存条件としては、glycerol
の添加の有無、BSA の添加の有無、および保



存温度を 4℃、-30℃、-80℃で検討を行った。 
 
（２）C-4 位にアセチル基が付加したトリコ
テセンに対し、C-15 位をアセチル化できる土
壌菌体と、逆に C-4 位アセチル基を脱アセチ
ル化できる土壌菌体をスクリーニングした。
その際、 4-ANIV 、 4,15-diacetylnivalenol 
(4,15-diANIV)、3,4,15-triANIV を基質とし
て用いた。これは、基質を脱アセチル化する
際、4,15-diANIV であれば、あとは TRI101
によるC-3位アセチル化の一段階で目的産物
の 3,4,15-triANIV に変換できるので、
4-ANIV を脱アセチル化しても 4,15-diANIV
を脱アセチル化しない基質特異性の高い微
生物酵素が望ましいためである。また、同じ
酵素が最終産物である 3,4,15-triANIV を脱
アセチル化しないことも重要である。 
同時に、3,15-diANIV を基質とし、TRI7 酵
素の代替となる酵素を持つ微生物のスクリ
ーニングも行った。 
3 年間で約 3000 個の土壌微生物のコロニー
を検証し、その in vivo、及び in vitro の活性
を TLC、HPLC、LC-MS/MS で確認した。in 
vitro での活性が見られた場合は、さらに硫安
分画を行い、粗酵素の活性を再度確認した。 
 
（３）TRI101 と TRI3 については、それぞ
れの遺伝子を pCold ベクターに組み込み、大
腸菌（BL21 (DE3)株）に遺伝子組換えして、
TRI 酵素を発現させた。その際、大腸菌由来
の酵素を除去するために、硫安分画を行い、
場合によってはさらに HiTrapQ カラムを用
いて簡単な精製を行った。続いて、rTRI101
と rTRI3 を用いて、段階的に、あるいは同時
にNIVから3,15-diANIVへの変換を試みた。
その活性の測定は、（２）と同様に TLC と
HPLC を用いて行った。 
 また、（２）で得られた土壌微生物由来の
粗酵素を用い、4-ANIV の C-4 位のアセチル
基を脱離し、上記の rTRI101 と rTRI3 を添
加し、3,15-diANIV への変換を試みた。 
 最終的に、3,15-diANIV に対し、（１）で
得られた TRI7 を用い、3,4,15-triANIV へと
変換することを試みた。  
 
４．研究成果 
（１）TRI7 の高活性粗酵素の取得の試み： 
TRI7 粗酵素を生産する株について検証を行
った。その結果、WT 由来の粗酵素を用いた
ところ、3,15-diANIV を 3,4,15-triANIV へ
変換することができたが、その活性は余り高
くなく、しかも WT に存在する脱アセチル化
酵素により、4,15-diANIV と 4-ANIV へ変換
されてしまった。また、その粗酵素の TRI7
活性は非常に失活しやすいことがわかり、極
めて慎重に粗酵素を取り扱わなければなら
ないことが示された。 
そこで、Tri8 単一遺伝子破壊株由来の調製

粗酵素を用いたところ、3,4,15-triANIV への
変換率は高まり、4-ANIV までの変換はみら

れなくなったが、4,15-diANIV への脱アセチ
ル化を防ぐことはできなかった。さらに、
Tri8/Tri104 二重遺伝子破壊株の粗酵素を用
いたところ、最も活性が高かったものの、
4,15-diANIV への脱アセチル化が見られた。
以上のことから、MAFF 111233 株には TRI8
と TRI104 以外にも脱アセチル化酵素が存在
することが示唆された。 
混入している脱アセチル化酵素を除くた

め、5,800×g で遠心し、さらに 100,000×g
で超遠心を行い、粗酵素の分画を行った。そ
の結果、5,800×g の上清を 100,000×g で遠
心した沈殿画分に、最も高い TRI7 活性が見
られ、脱アセチル化活性が最も低く抑えられ
た。この条件であれば、Tri8/Tri104 二重遺
伝子破壊株の粗酵素遠心画分を用い、酵素反
応系に添加した 3,15-diANIV をほぼ全量
3,4,15-triANIV に変換できることがわかっ
た。 
次に、Tri7 遺伝子を持たない DON 生産菌

JCM 9873 株に、Tri7 を TEF promoter 下流
に接続して遺伝子導入し、強発現を目指した
遺伝子組換え株を作製し、同様の実験を行っ
た。その結果、5,800×g の上清画分に非常に
強い活性が見られた。この株から得られた粗
酵素の 5,800×g の上清画分には、MAFF 
111233 株の WT や脱アセチル化酵素遺伝子
破壊株から得られた粗酵素、それらの遠心画
分に比べてはるかに強い活性があった。しか
し、MAFF 111233 株由来の粗酵素とは異な
り、100,000×ｇの沈殿部分には強い活性が
見られなかった。この粗酵素画分（5,800×g
上清画分）は、温度を 15℃まで下げても強い
C-4 位アセチル化活性が見られ、その温度で
は脱アセチル化酵素が働くことができない
ためか、TRI7 活性のみを見ることに成功し
た。ただし、酵素の性状解析を行ったところ、
至適温度は 15℃より 20℃以上高い 37℃付近、
至適pHは7.5から8.0という結果になった。 
反応バッファーの組成については、100 

mM のリン酸カリウムバッファーを用い、5 
mM の EDTA と 1 mM の PMSF を添加した
場合、他の条件よりも活性が高くなる傾向が
示された。 
 長期保存の条件を調べたところ、最終濃度
で 0.1%の BSA を加え、50%のグリセロール
を添加し、-80℃で保存した場合、6 ヶ月後で
あっても全く失活が見られなかった。しかし、
同条件で-30℃で保存した場合、1 ヶ月後に既
に失活し始め、6 ヶ月後には活性が半分以下
になってしまった。4℃では全く活性を保持
できないこともわかった。 
 
（２）NIV 系トリコテセン変換微生物のスク
リーニングと粗酵素の調製： 
3 年間で約 3000 個の菌体を調べたところ、

in vitro の条件下で 4-ANIV をアセチル化す
る菌体は 11 菌体存在したが、それらすべて
が 4-ANIV の C-3 位をアセチル化しており、
目的の C-15 位をアセチル化する菌体は一つ



も無かった。C-15 位アセチル化酵素 TRI3 が
4-ANIV の C-15 位をアセチル化できないの
は、立体障害が原因と言われている。よって、
土壌微生物酵素であっても、この反応を行う
ものは非常に希少と考えられる。 
 次にC-4位アセチル基を脱離する菌体を探
索したところ、5 菌体に in vitro で脱アセチ
ル化活性が見られた。詳細に検討したところ、
その中で No. 884 と名付けられた菌体は
4-ANIV を特異的に脱アセチル化し、
4,15-diANIV と 3,4,15-triANIV に対しては
脱アセチル化活性を示さないことがわかっ
た。4-ANIV からの 3,15-diANIV、さらには
3,4,15-triANIV への変換には、この酵素が使
用できると考えられた。この菌体の 16S 
rRNA の塩基配列を解析したところ、
Pseudomonas sp.であることがわかった。 
 この実験と並行し、 3,15-diANIV を
3,4,15-triANIV に変換する TRI7 と同じ活性
を示す菌体の探索も行った。その結果、No. 
3010 と名付けた菌体が C-4 位アセチル化活
性があることがわかった。粗酵素の性状解析
の結果、その至適 pH は 7 付近で、至適温度
は 40℃であった。この菌体は、TRI7 に比べ
るとはるかに安定で失活しづらかったが、活
性は劣っていた。すなわち、TRI7 は好条件
であれば 100 µl の反応混合液に含まれる 2 
µg の 3,15-diANIV を 10 分程度で 100%変換
できるが、No. 3010 の場合は、24 時間で 30%
程度の反応しか進まず、100%反応させるに
は 5 日間かかった。しかし、安定性は非常に
高く、30℃で 5 日間置いても、50%の活性が
残っていた。（TRI7 の場合、30℃、30 分で
完全に失活する。）また、この菌体粗酵素に
は脱アセチル化酵素の混入もなく、その点は
この粗酵素の長所と言える。よって、さらな
る濃縮が可能となれば、TRI7 の代替酵素と
しての使用が期待できよう。 
 
（３）NIV 及び 4-ANIV の 3,4,15-triANIV
ヘの変換系構築の試み： 
本実験では rTRI101、rTRI3、TRI7 粗酵素
を用いて、NIV を 3,4,15-triANIV へ、さら
に No. 884 粗酵素を加えて、4-ANIV を NIV
を通じて 3,4,15-triANIV に変換する系の構
築を目指した。 
rTRI101 と rTRI3 を高発現で得ることは容
易であったが、大腸菌由来の脱アセチル化酵
素が混入していたためか、両酵素を NIV に添
加しても、3,15-diANIV に 100%変換するこ
とはできず、4,15-diANIV が生産されてしま
った。そこで、硫安分画や HiTrapQ での粗
酵素の精製を行った。その結果、硫安分画後
の各酵素の活性を調べたところ、脱アセチル
化は抑えられることがわかった。つまり、大
腸菌由来の脱アセチル化酵素は硫安沈殿で
回収されないことが示唆され、膜画分の可能
性もある。しかし、これらの硫安画分をさら
に HiTrapQ で精製すると、肝心のアセチル
化活性が低下してしまうことがわかった。そ

こで、硫安分画のみを行った rTRI101 と
rTRI3 を混交し、pH 7.5 の条件で NIV に添
加したところ、45 分で 3,15-diANIV に 100%
変換することが示された。 
 次に、4-ANIV を No. 884 の粗酵素を添加
して NIV に変換した後、熱失活させ、上記と
同様に rTRI101 と rTRI3 の混合酵素を添加
して 3,15-diANIV へ変換することを試みた。
その結果、最初のステップで 30 分、5 分の熱
失活後、後半のステップで 30 分インキュベ
ートしたところ、こちらも 92%の NIV を
3,15-diANIV に変換することに成功した。No. 
884 粗酵素は 4-ANIV に対しては活性がある
が、3,4,15-triANIV には活性がないため、途
中の熱失活は必要ない可能性もある。 
 （１）の実験から、3,15-diANIV から
3,4,15-triANIV への変換は既に成功してい
る。現在、この系を用いて連続的に反応を行
い、最終的に 3,4,15-triANIV への変換系の構
築を試みているところである。 
 以上の結果から、天然に最もよく存在する
NIV 系トリコテセンである NIV と 4-ANIV
を一括で変換し、簡易に ELISA 検出する系
の構築が進んだと言える。他の NIV 系トリコ
テセンであっても、この系で 3,4,15-triANIV
に変換できると考えられるので、本研究の成
果は包括的な NIV 系トリコテセン変換系に
貢献したと言えよう。 
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