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研究要旨 

食品を汚染するかび毒産生菌の迅速検出法の開発を目的として、培養を行わずにかび毒産生菌を

効率よく検出する方法の開発を行った。本年度は、今後モニタリングを強化していくべきかび毒と

して、ジアセトキシスシルペノール（4,15-DAS）に着目し、Fusarium属菌のうち 4,15-DAS産生

菌種のみを検出する方法の開発を試みた。昨年度までに行った STC産生菌種の迅速検出法の開発に

際して確立した、改変型 DNA合成酵素を用いて標的菌種のみを増幅する PCR法を 4,15-DAS産生

菌種へ応用し、特異的検出法の開発を行った。まず Fusarium 属菌の種間で β-tubulin 遺伝子およ

び Lys2遺伝子の塩基配列を比較して、対象となる 4,15-DAS産生菌種にのみ共通する塩基配列を検

索し、菌種特異的な検出を行うためのプライマーを設計した。β-tubulin遺伝子の塩基配列をもとに

設計した系では二つの独立したPCRを行うことで 4,15-DAS産生菌種を特異的に検出することとし

た。さらに、Lys2 遺伝子の塩基配列をもとに設計した系ではマルチプレックス PCR にすることよ

って、一度の PCRで 4,15-DAS産生菌種を特異的に検出することとした。その結果、いずれの遺伝

子を用いた PCR法においても、供試した全ての 4,15-DAS産生菌種を検出することに成功した。以

上の結果から、4,15-DAS産生菌種を効率的に検出する方法を確立することができた。初年度に開発

した、食品または飼料に付着したカビ胞子から直接 DNA を抽出する方法と組み合わせることで、

培養を行わずに食品および飼料のから 4,15-DAS 産生菌種を検出することが可能であると考えらえ

れ、4,15-DAS汚染原因菌のスクリーニング検査として有効な手法となることが期待される。 



58 
 

A. 研究目的 

食品や飼料となる農作物や加工品において、

かび毒産生菌が付着、増殖し、かび毒汚染が発

生する場合がある。かび毒が検出されていない

食品や飼料においても、その後の貯蔵、流通等

の管理が不適切であった場合には、かび毒産生

菌が増殖し、汚染が生じる可能性がある。例え

ば、米や麦などの貯蔵穀物においては、生産時

にかび毒による汚染が検出されない場合にもか

び毒産生菌種が存在していると、貯蔵中に増殖

してかび毒が産生され、かび毒により汚染され

る恐れがある。したがって、食品や飼料のかび

毒汚染を真にコントロールするためには、かび

毒を検出するだけでなく、食品そのものや周辺

環境におけるかび毒産生菌による汚染の有無を

調べることにより、菌汚染のルートや増殖の原

因を解明し、汚染防止に努めることが重要であ

る。以上の理由から、かび毒産生菌を食品から

検出する必要がある。また、かび毒はかび毒産

生菌が死滅した後も食品中に残存することから

死滅したかび毒産生菌の存在の有無を判定する

必要がある。そこで、本研究では、培養を経ず

に食品からかび毒産生菌を直接検出できる迅速

簡便な方法を遺伝子レベルで開発することを目

的とした。 

本研究では、特に、輸入食品において今後モ

ニタリングを強化していくべきかび毒として、

昨年度までに、ステリグマトシスチン（STC）

の 代 表 的 な 産 生 菌 種 と し て 知 ら れ る

Aspergillus section Versicolores のうち STC

産生菌種にのみを検出する培養によらない

PCR法を確立した。本年度は、Fusarium属菌

におけるジアセトキシスシルペノール

（4,15-DAS）産生菌に着目した検討を行うこと

とした。 

Fusarium 属菌は、トリコテセン系かび毒、

フモニシン、ゼアラレノン、モニリフォルミン

等、食品を汚染する複数のかび毒の産生菌とし

て知られる。4,15-DASはこれらのうち最も毒性

が強いトリコテセン系かび毒のタイプ Aに属す

る（図 1）。主な産生菌としては、F. acuminatum、

F. equiseti、F. graminearum sensu strict (s. 

str.)、F. langsethiae、F. longipes、F. poae、F. 

scirpi 、 F. semitectum お よ び F. 

sporotrichioidesが挙げられる。これらの顕微鏡

像を図 2に示した。これらの菌種は世界各地で、

米や麦をはじめとした穀類、豆類、イモ類、お

よび青果物等、多くの農作物からの検出例が報

告されている。そのため、4,15-DASは多種類の

食品、および多くの輸入相手国産の食品から検

出される可能性がある。しかし 4,15-DAS 産生

菌は同じトリコテセン系かび毒タイプ A の T-2

トキシンおよび HT-2 トキシン産生菌と比較し

て、環境や食品における分布実態が十分に把握

されておらず、迅速に大量の検体から産生菌の

有無を調査できる検出法の開発が必要である。 

そこで、本年度は、STC産生菌で確立した方

法を応用して、 Fusarium 属菌において

4,15-DAS産生菌種のみを検出できる PCR法の

開発を行った。 

 

B. 研究方法 

１．供試菌株 

4,15-DAS産生菌種として F. acuminatum、

F. equiseti 、 F. graminearum s. str. 、 F. 

langsethiae、F. longipes、F. poae、F. scirpi、

F. semitectumおよび F. sporotrichioidesの９

菌種、これらの菌種と近縁だが 4,15-DAS 非産

生菌種と考えられる、 F. avenaceum、 F. 

crookwellense、F. culmorum、F. kyushuense、

F. lateritium、F. tritinctum の 6菌種、合計 15

菌種 15株を用いた（表 1, 図 2）。 

 

２．培養真菌からのゲノム DNA抽出 

胞子をポテトデキストロース液体培地（PDB）

に接種して 25℃で 2日間培養し、その後菌糸体



59 
 

を回収した。ゲノム DNAの抽出は SDS法 1)ま

たは DNeasy plant mini kit（QIAGEN）を用

いて添付のプロトコルに従って行った。抽出し

た DNAは使用するまで-20℃で保存した。 

 

３．4,15-DAS産生菌種特異的配列の検索 

4,15-DAS 産生性 Fusarium 属菌種およびそ

の近縁種の β-tubulin遺伝子およびLys2遺伝子

の登録配列を NCBIのデータベースからダウン

ロードし、MEGA6.0 2) を用いて ClustalWによ

りアライメントを行った。使用した β-tubulin

遺伝子登録配列のアクセッション番号は以下の

通り：AB587072（F. poae）、AB587071（F. 

langsethiae）、AB587036（F. semitectum）、

AB587076（F. sporotrichioides）、AB587049

（F. acuminatum）、AB587047（F. equiseti）、

AB820716（ F. longipes）、 AB587040（ F. 

graminearum）、AB820714（F. camptoceras）、

AB587077（F. tricinctum）、AB587052（F. 

lateritium）、AB820709（ F. culmorum）、

AB587067（F. kyushuense）、AB587059（F. 

verticillioides）。使用した Lys2遺伝子登録配列

のアクセッション番号は以下の通り：

AB586973 （ F. poae ）、 AB586953 （ F. 

acuminatum）、AB586972（F. langsethiae）、

AB586975（F. sporotrichioides）、AB586944

（F. graminearum）、AB586951（F. equiseti）、

AB586940（F. semtectum）、AB586968（F. 

kyushuense）、AB586969（F. crookwellense）、

AB586942（F. culmorum）、AB586954（F. 

lateritium）、AB586979（F. tricinctum）、

AB586965（F. avenaceum）。 

 

４．菌種特異的検出 PCR 

３において作成したアライメントを基に、標

的菌種の塩基配列がその他の菌種と異なる部分

にプライマーを設計し、HiDi DNA polymerase 

(myPOLS Biotec GmbH）を用い、添付のプロ

トコルに従って PCR を行った。PCR 条件は、

95℃で 3分間熱変性を行った後、95℃ 15秒、

60℃ 10秒、72℃ 60秒を 1サイクルとして 35

サイクル行い、72℃で 120秒間最終伸長を行っ

た。その後、PCR 産物について 2%アガロース

ゲルを用いて電気泳動を行い、増幅の有無を確

認した。 

 

C. 研究結果 

昨 年 度 ま で に Aspergillus section 

Versicolores における STC 産生菌種の迅速検

出法として確立した、改変型 DNA 合成酵素を

使用した PCR技術を、4,15-DAS産生菌種の特

異的検出に応用して、4,15-DAS産生菌種の迅速

検出系の開発を行った。 

先行研究 3)を基に、F. acuminatum、F. 

equiseti 、 F. graminearum s. str. 、 F. 

langsethiae、F. longipes、F. poae、F. scirpi、

F. semitectum、F. sporotrichioidesの 9菌種を

対象とする 4,15-DAS産生性 Fusarium 属菌種

とし、これらの近縁種の中から 4,15-DAS を産

生することが知られていない 6 菌種（F. 

avenaceum、F. crookwellense、F. culmorum、

F. kyushuense、F. lateritium、F. tritinctum）

を加えた合計 15菌種を用い、4,15-DAS産生性

Fusarium 属菌種 9 菌種を特異的に検出する系

を検討した。 

 

（１）β-tubulin 遺伝子部分配列を基にした

4,15-DAS産生菌種特異的検出 PCR 

まず、4,15-DAS産生菌種を含む Fusarium属

菌について、データベースに登録されている遺

伝子の塩基配列をダウンロードして比較し、

4,15-DAS 産生菌種に特異的なサイトの検索を

行った。 

はじめに、真菌において種の同定に頻繁に用

いられる β-tubulin遺伝子について、4,15-DAS

産生菌種特異的塩基配列の検索を行った。対象
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菌種のうち、β-tubulin遺伝子の塩基配列がデー

タベースに登録されていた 4,15-DAS 産生性菌

種 8菌種および 4,15-DAS非産生菌種 5菌種に

ついて塩基配列を比較した。全菌種でアライメ

ントが可能であった 871 bp において、

4,15-DAS産生菌種（8菌種）に共通し、4,15-DAS

非産生菌種（5 菌種）とは異なるサイトを検索

したが、条件を満たすサイトは存在しなかった。

そこで、できる限り多くの 4,15-DAS 産生菌種

に共通し、4,15-DAS非産生菌種と異なるサイト

を検索したところ、F. graminearum s. str.を除

く 7 菌種にのみ共通するサイトが存在したため、

当該サイトがプライマーの 3’末端に来るように

プライマーを設計した（図 3A）。併せて、F. 

graminearum s. str.特異的な領域にプライマー

を設計し（図 3B）、二つの PCR を行うことで

4,15-DAS 産生菌種を特異的に検出する系の確

立を試みた。 

培養菌株から抽出したゲノム DNA をテンプ

レートにHiDi DNA polymerase を用いたPCR

を行なったところ、前者のプライマーセットで

は 4,15-DAS 産生菌種 9 菌種のうち F. 

graminearum s. str.を除く 8菌種において目的

の増幅産物が得られ（図 4A）、後者のプライマ

ーセットでは F. graminearum s. str.特異的な

増幅が得られた（図 4B）。以上より、これら二

つの PCRを組み合わせることで、4,15-DAS産

生菌種を特異的に検出することが可能であるこ

とが明らかとなった。 

 

（２）Lys2遺伝子部分配列を基にした

4,15-DAS産生菌種特異的検出 PCR 

次に、β-tubulin遺伝子と同様にしばしば真菌

の系統解析に使用される Lys2遺伝子について、

4,15-DAS 産生菌種特異的塩基配列の検索を行

った。 

対象菌種の内、Lys2遺伝子の配列がデータベ

ースに登録されていた 4,15-DAS 産生性菌種 7

菌種および非産生菌種 6 菌種について塩基配列

を比較した。全菌種でアライメントが可能であ

った 668 bp において、4,15-DAS産生菌種（7

菌種）に共通し、4,15-DAS非産生菌種（6菌種）

とは異なるサイトを検索したが、条件を満たす

サイトは存在しなかった。そこで、4,15-DAS

産生菌種のうち F. poaeを除く 6菌種に共通す

る領域が存在したため、当該領域にプライマー

を設計し（図 5A）、併せて、F. poae 特異的な

領域にプライマーを設計した（図 5B）。この際、

Forward 側のプライマーを同じ位置に設計す

ることで、Reverse 側のプライマーを混合して

用いたマルチプレックス PCR の系とすること

とした。 

培養菌株から抽出したゲノム DNA をテンプ

レートに、設計した 3 つのプライマーを用いた

HiDi DNA polymerase によるマルチプレック

ス PCR を行ったところ、F. poae ではおよそ

220 bp の増幅産物が得らえれ、そのほかの

4,15-DAS産生菌種8菌種においてはおよそ400 

bpの増幅産物が得られた（図 6）。4,15-DAS非

産生菌種についてはすべて増幅が見られなかっ

た。以上より、設計したマルチプレックス PCR

の系により、4,15-DAS産生菌種を特異的に検出

することが可能であることが明らかとなった。 

 

 

D. 考察 

本研究では、食品において今後モニタリング

を強化していくべきかび毒として 4,15-DAS に

着目し、Fusarium 属菌のうち 4,15-DAS 産生

菌種のみを検出する迅速検出法の開発を行った。

昨年度までに Aspergillus section Versicolores 

のうち STC 産生菌種にのみを迅速に検出する

系として確立した、配列特異性の高い改変型酵

素を用いたPCR法を4,15-DAS産生菌種に応用

した。この系ではプライマーの 3’末端の 1 塩

基の違いを認識し、完全一致しない場合は増幅
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効率が著しく低下することが報告されている

HiDi DNA polymerase を用いる。そこで、

4,15-DAS産生菌種および近縁な4,15-DAS非産

生菌種について β-tubulin遺伝子およびLys2遺

伝子の塩基配列を比較し、4,15-DAS産生菌種特

異的な塩基配列にプライマーの設計を試みた。 

β-tubulin 遺伝子の配列比較においてはすべ

ての 4,15-DAS 産生菌種に共通する特異的なサ

イトは見つからず、4,15-DAS 産生菌種 9 菌種

のうち F. graminearum s. str.のみを認識する

プライマーセットと当該菌種を除く 8 菌種をま

とめて認識するプライマーセットの二つを併用

することで、4,15-DAS産生菌種をすべて検出可

能な系を開発した（図 3および図 4）。開発した

系は特異的に 4,15-DAS 産生菌種を検出するこ

とが可能ではあったが、二つの PCRを行う必要

があり、STC産生菌種を対象に確立した迅速検

出法に比べて煩雑であった。 

一方、Lys2 遺伝子の配列比較においても

4,15-DAS 産生菌種に共通する特異的なサイト

は見つけることができなかったが、配列上近い

位置に F. poae 特異的なサイトとそのほかの

4,15-DAS 産生菌種 8 種にのみ共通するサイト

が存在した。これらの位置にそれぞれ Reverse

側のプライマーを設計し、Forward 側のプライ

マーを共通にすることでマルチプレックス

PCRの系を検討した。その結果、マルチプレッ

クス PCRにより、全ての 4,15-DAS産生菌種を

検出することに成功した（図 5および図 6）。こ

のことにより、4,15-DAS産生菌種においても、

STC 産生菌種を対象とした系と同様に一度の

PCR により迅速に標的菌種のみを検出する系

を確立することができた。 

今後は、4,15-DASにより汚染された食品から

培養を行うことなく直接抽出した DNA を用い

て PCRを行い、4,15-DAS産生菌検出のための

スクリーニング法として利用可能か検討するこ

とが望まれる。ただ、昨年度までの研究によっ

て、培養を経ずに食品に付着したカビ胞子から

直接 DNA の抽出が可能であることを示してお

り、4,15-DAS産生菌についても、食品や飼料か

らの直接検出が可能であると考えられる。 

 

E. 結論 

以上の結果から、4,15-DAS産生菌種を特異的

に、且つ迅速に検出することが可能な方法を確

立することができた。この方法を利用すること

で、食品または飼料に付着した 4,15-DAS 産生

菌種を培養することなく直接 PCR によって迅

速に検出することができると考えられる。4 時

間程度で 4,15-DAS を産生するカビの食品等か

らの検出が可能となり、4,15-DAS汚染のスクリ

ーニング検査として有効な手法となることが期

待される。 
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表 1．供試菌株 
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図 1. ジアセトキシスシルペノール（4,15-DAS）構造式 
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図２．4,15-DAS産生菌の顕微鏡像 
  

Fusarium graminearum 

Fusarium equiseti 

Fusarium poae 

Fusarium acuminatum 

Fusarium sporotrochioides 

Fusarium semitectum 
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図 3. 4,15-DAS産生菌種特異的検出用 Primer の検討（β-tubulin） 

β-tubulin遺伝子塩基配列のアライメントと使用したしたプライマーのアニーリング部位を

示す．A：4,15-DAS産生菌種 8菌種の内、Fusarium graminearum を除く 7菌種特異的

な領域． B：Fusarium graminearum 特異的な領域．  
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図 4. 4,15-DAS産生菌種特異的検出 PCR（β-tubulin） 

A：4,15-DAS産生菌種 9菌種の内、Fusarium graminearum を除く 8菌種特異的な増幅. 

B：Fusarium graminearum 特異的な増幅.  
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図 5. 4,15-DAS産生菌種特異的検出用 Primer の検討（Lys2） 

Lys2 遺伝子塩基配列のアライメントと使用したしたプライマーのアニーリング部位を示す．

A：Fusarium poae 特異的な領域．B：4,15-DAS産生菌種 7菌種の内、Fusarium poaeを

除く 6菌種特異的な領域． 

  



69 
 

 

 

 

 
 

図 6. 4,15-DAS産生菌種特異的検出 PCR（lys2） 

Fusarium poaeにおいて約 220 bpの増幅産物（白矢頭）が検出され、他の 8種の 4,15-DAS

産生菌種において約 400 bpの増幅産物（黒矢頭）が検出された. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


