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研究成果の概要（和文）：アフラトキシンは、一部のアスペルギルス属かびが農産物中に産生する強力な発がん
性かび毒であり、世界中で深刻な健康・経済被害をもたらしている。アフラトキシン産生阻害物質の作用機構の
解析から、ミトコンドリアの代謝経路の抑制により、アフラトキシン産生を抑制できることがわかった。逆に、
消毒剤としても用いられる一部のアルコールは、かびに取り込まれてアフラトキシン産生の炭素源として利用さ
れてしまい、アフラトキシン産生を増加させることがわかった。

研究成果の概要（英文）：Aflatoxins are potent carcinogens produced by some Aspergillus species. 
Aflatoxin contamination of food and feed poses a threat to human and animal health and causes 
enormous economic losses. Analysis of the mode of action of aflatoxin production inhibitors revealed
 that inhibition of mitochondrial metabolism leads to suppression of aflatoxin biosynthesis. 
Conversely, some alcohols used as disinfectants were found to increase aflatoxin production by being
 exploited by fungi as a carbon source for aflatoxin production.

研究分野：生物有機化学

キーワード： アフラトキシン　アスペルギルス・フラバス　産生制御メカニズム　作用機構　ミトコンドリア　アル
コール

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
アフラトキシン汚染の防除法開発にはアフラトキシン産生制御機構の解明が肝要だが、未だ解明されていない点
が多くある。本研究により、ミトコンドリアの代謝タンパク質の阻害によりアフラトキシン産生が抑制できるこ
とがわかったが、これはミトコンドリアの機能とかびの二次代謝を繋ぐ新奇の発見である。また、アルコール発
酵とアフラトキシン産生の炭素代謝レベルでの繋がりを示すとともに、“代謝されないアルコール”によるアフ
ラトキシン汚染防除法開発への道筋をつけることができた。

※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。



１．研究開始当初の背景 
（１）アフラトキシンは一部の Aspergillus（アスペルギルス）属真菌により産生される強力なか
び毒であり、アフラトキシン産生菌が感染したトウモロコシや落花生、ナッツ類等の農産物に産
生、蓄積される。とりわけアフラトキシン B1は既知の天然物質で最も強い発がん性があるとさ
れ、全世界で発症する肝臓がんの 25%はアフラトキシンを原因とすると推定されている。現状で
は、農産物のアフラトキシン汚染に対する防除策は少なく、効果的な防除策の開発が強く求めら
れている。1960 年代から始まった精力的な研究により、アフラトキシンの生合成経路および生
合成に関わる遺伝子群の機能は一部を除き解明されているが、研究開始当初においても、アフラ
トキシンの産生に繋がる産生制御メカニズムはほとんど未解明であった。 
 
（２）申請者は、産生菌の生育を阻害せず、アフラトキシン産生を阻害する特異的阻害物質の作
用メカニズムを解析し、アフラトキシン産生に至る制御メカニズムの解明を目指してきた。アフ
ラトキシン産生阻害作用を持つジオクタチンについて、アフィニティー磁気ナノビーズを用い
た結合タンパク質の精製と同定を行ったところ、ミトコンドリア内プロテアーゼである ClpPが
同定された。大腸菌発現系による組換えタンパク質と蛍光標識二次元ゲル電気泳動法を組み合
わせた方法により、ジオクタチンは ClpPを異常に活性化し、シャペロンタンパク質の介在なし
で呼吸鎖複合体やクエン酸シンターゼ等のミトコンドリアタンパク質の分解を誘導することが
わかった。ここから、ミトコンドリアタンパク質の異常分解と、アフラトキシン産生阻害の関係
性を解明する必要があった。 
 
２．研究の目的 
ジオクタチンはミトコンドリア ClpPを活性化し、in vitroにて呼吸鎖複合体等の過剰な分解を引
き起こすことがわかったが、これとアフラトキシン産生阻害の関係性は不明であった。本研究で
は、ジオクタチンの作用をより詳細に解析し、ミトコンドリアの機能からアフラトキシン産生制
御メカニズムを探ることを当初の目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）アフラトキシン産生性の Aspergillus flavusを液体または平板培地にて培養し、有機溶媒に
て抽出したアフラトキシンを HPLCまたは LC/MSにて分析した。ジオクタチンを添加して培養
した A. flavusから抽出した全代謝物質について、CE-MSにより分析し、得られたデータを多変
量解析に供してジオクタチンが A. flavus の代謝系に与える影響を調べた。また、リアルタイム
PCR 法によってジオクタチンによる遺伝子の発現変動を解析するとともに、ウェスタンブロッ
ト法により各種タンパク質の変動を調べた。これらの実験を、ClpP 遺伝子を破壊した A. flavus
変異株についても同様に実行した。 
 
（２）エタノールの作用については、購入した安定同位体標識エタノールを添加して培養し、抽
出したアフラトキシンを（１）と同様に LC/MS分析した。また、エタノール代謝に関連する代
謝物質についても LC/MSにより分析した。得られた分析データについて、確率分布のあてはめ
を行い、エタノールの取り込みモデルを解析した。これらの実験を、アルコールデヒドロゲナー
ゼ遺伝子を破壊した変異株についても同様に実行した。 
 
４．研究成果 
（１）ClpPタンパク質は、
単独では βカゼインをほと
んど分解しないが (図 1, 
レーン 3-5) 、ジオクタチン
を添加すると βカゼインを
素早く分解するようにな
る (図 1, レーン 6-11)。ミ
トコンドリアタンパク質
にジオクタチンおよび
ClpPを加えた場合、呼吸鎖
複合体のサブユニットや
クエン酸シンターゼ、リン
ゴ酸デヒドロゲナーゼが
特に強く分解を受けた。 
 
（２）ジオクタチンにより
ミトコンドリアのクエン酸回路や電子伝達系による ATP 産生が撹乱されていると予想されたの
で、細胞抽出物を CE-MS分析に供した。標準物質との突合により 151代謝物質が同定・定量さ



れ、定量データを主成分分析に供した。スコアプロット
から、第１主成分にジオクタチン添加の影響が現れてい
ると考えられた (図 2)。 
 
（３）ジオクタチンにより影響を受ける代謝物質を見出
すため、主成分分析のローディングプロットを作成した 
(図 3)。スコアプロットより、第１主成分軸の正に位置
する代謝物質はジオクタチンにより増加、負に位置する
代謝物質は減少する傾向のある物質と解釈できる。中で
も、クエン酸回路を構成するコハク酸、リンゴ酸、フマ
ル酸はジオクタチンにより有意に減少した一方、解糖系
の中間体である 3-ホスホグリセリン酸は有意に減少し
ていた(図 3)。また、ジオクタチンにより、培地に産生
されるエタノールが大きく増加することがわかった。 
 
（４）遺伝子発現変動解析よ
り、ジオクタチン添加により
大部分の解糖系酵素遺伝子
と、アルコール発酵に関与す
る遺伝子の発現が増大する
一方、アフラトキシン生合成
酵素遺伝子群の発現は全て
減少することがわかった。ア
フラトキシン生合成酵素遺
伝子の発現と同期すること
が知られる、ヒストンのアセ
チル化がジオクタチン添加
により減少していた。 
 
（５）以上から、ジオクタチ
ンは ClpP プロテアーゼを活
性化して呼吸鎖複合体やク
エン酸回路酵素を過剰に分
解させ、解糖系-アルコール
発酵サイクルによる ATP 産
生への代謝シフトを引き起
こし、エピジェネティック制
御に関わるアセチル基の供
給を減少させることで、アフ
ラトキシン生合成酵素遺伝子の発現と、アフラトキシン産生を減少させると考えられた。 
 
（６）得られた成果は、ミトコンドリアの代謝機能の阻害が菌体生育の阻害ではなく、代謝シフ
トを介したアフラトキシン産生制御に繋がることを示した点でユニークであり、かび毒防除策
開発に繋がる新たな作用点を提示できたと言える。全く別の観点として、ClpP タンパク質は近
年新たなクラスの抗生物質のターゲットとして注目を集めており、ジオクタチンと類似した作
用をもつ細菌 ClpPのアクティベーターが多剤耐性菌にも有効な抗生物質の候補として研究され
ている。本研究課題の成果は、ClpP の新規アクティベーターを発見したという側面も含むこと
から、ClpPを研究対象とする国外の研究者から注目され、ClpPアクティベーターと ClpPの結合
様式を探る国際共同研究へ発展している。ジオクタチンまたはその類縁化合物が臨床上重要な
細菌の ClpPに対しても有望な活性促進作用をもつ場合、臨床応用へ繋がる可能性もありうる。 
 
（７）本研究課題の申請時の動機とは異なるが、アフラトキシン産生阻害物質の作用を調べる途
上で、阻害物質の溶媒としてエタノールを用いた場合、メタノールやジメチルスルホキシドなど
と異なり、溶媒のみの添加でアフラトキシン産生が増大することを見出していた。それとは逆に、
エタノールのアフラトキシン産生の抑制作用に関する報告が本研究課題の推進中に他の研究者
よりなされたため、エタノールの作用についてより詳細に解析する必要があると考えられた。 
 
（８）そこで、エタノールを含む低分子アルコールの効果を調べると、2%以上の濃度では全て
のアルコールが A. flavusのアフラトキシン産生を阻害した一方で、エタノール、2-プロパノール



は低濃度では逆にアフラトキシン産生を増加させることがわかった。 
 
（９）前述のように、A. 
flavus はアルコール発酵に
関与する遺伝子群を有して
いるので、エタノールが代
謝された可能性を考え、安
定同位体標識エタノール 
([1-13C]-エタノール ) を用
意し添加したところ、アフ
ラトキシンへ添加した 13C
が取り込まれていることが
確認された（図 4）。 
 
（１０）アセチルCoAに 13C
が取り込まれていたため、
エタノールは酢酸を経てア
セチル CoAに変換され、こ
れがアフラトキシン生合成
に用いられると考えられ
た。実際、アフラトキシンの
各アイソトープピーク面積に確率モデルをあてはめ、13Cの取り込み様式を推定したところ、ア
フラトキシンへの 13C 取り込み率とアセチル CoA の 13C 標識率は一致することがわかった。ま
た、アフラトキシンへの 13C取り込み率から、[1-13C]-エタノール添加時のアフラトキシン産生量
の増加分は[1-13C]-エタノールの取り込みにより生じていることがわかり、エタノールがアフラ
トキシン生合成の炭素源になることを示していた。アルコールデヒドロゲナーゼ Iの遺伝子破壊
株では、[1-13C]-エタノール添加によるアフラトキシン産生の増大、およびアフラトキシンへの
13Cの取り込みはほぼ確認されず、アルコールデヒドロゲナーゼ Iが外部添加したエタノール代
謝において主要な役割を果たしていることがわかった。 
 
（１１）安定同位体標識 2-プロパノールを用いた実験から、2-プロパノールもまたアセチル CoA
を経てアフラトキシン生合成に利用されることがわかった。しかしながら、エタノールに比べア
フラトキシンへの 13C取り込み率は低く、2-プロパノール添加によるアフラトキシン産生量の増
加は、2-プロパノールの炭素源としての取り込みだけでは説明できないと考えられた。また、2-
プロパノールによるアフラトキシン産生量の増加はアルコールデヒドロゲナーゼ I 破壊株にお
いても損なわれず、2-プロパノールの代謝は別の酵素が担うと考えられた。 
 
（１２）上記（８）～（１１）で得られた成果のうち、低濃度からアフラトキシン産生阻害作用
を示したアルコールについて、国内特許出願を行った。また、成果の全体を学術誌に投稿中であ
る。本成果は、通常殺菌作用物質として見做されていたエタノール、2-プロパノールが、低濃度
ではかび毒産生の増大という逆効果をもたらしてしまうことを示しており、農業応用上インパ
クトが大きいと考えている。とりわけ、2-プロパノールが取り込まれ二次代謝産物の炭素源とし
て利用されうるとの知見は、基礎科学上の新奇性も高いと言える。今後、他の有用物質産生真菌
に対しても、エタノールおよび 2-プロパノールによる産生増加作用が見られるか検証する必要
があるだろう。 
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