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厚生労働科学研究費補助金 
（食品の安全確保推進研究事業） 

 
総括研究報告書 

ステリグマトシスチンと 4,15-ジアセトキシスシルペノールの安全性確保に関する研究 
研究代表者 小西 良子  （麻布大学） 

 
研究要旨 

 最終年度は、実態調査においてはステリグマトシスチン（STC）及び 4,15-ジアセトキシスシルペノー

ル（4,15-4,15-DAS）で行った。毒性試験では STC の発達神経毒性を検討した。モニタリング手法では

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。 

これまでの 2年間の調査の結果で両かび毒が検出された食品を対象に汚染実態調査を行い、STCにつ

いては、11食品目計 257検体を調査し、ハト麦加工品で 76%、国産小麦粉で 38%、輸入小麦粉で 32%

の検出率であった。4,15-4,15-DAS については、8 食品目計 164 検体の調査を行い、コーンフラワーで

67%、ハト麦加工品で 64%の検出率であった。以上の結果より、日本人における STCばく露の主要源は

小麦である可能性が考えられた。また、4,15-4,15-DAS については日本人の摂取量が高い食品の汚染レ

ベルが低いことから、ばく露量は低いと考えられた。 

発達神経毒性影響の検討は、各群 12匹の妊娠 SDラットを用いて行った。雄児動物を対象とした海馬

歯状回（SGZ）における神経新生への影響を解析した結果、ばく露終了時に 15.0 ppmで顆粒細胞層下帯

において、顆粒細胞系譜分化後期にある神経前駆細胞の増殖抑制による type-2b 前駆細胞〜未熟顆粒細

胞の減少を特徴とする神経新生障害と、それに対する修復性の反応として歯状回門における神経新生制

御系である CALB1陽性および PVALB陽性 GABA性介在ニューロン数の増加を認めた。また、神経新

生部位での DNA傷害が示唆された。一方、細胞周期関連遺伝子の発現変動結果から、G1/Sないし G2/M

チェックポイント機能の低下による代償性の増殖性反応が示唆された。コリン作動性入力に関連する受

容体発現変動から、SGZにおける細胞増殖抑制やそれに対する代償性の増殖性の反応が示唆された。成

熟後では、顆粒細胞系譜の変化および GABA性介在ニューロンの変化は消失したことから、STCの発達

期ばく露による神経新生障害は可逆的であることが示唆された。児動物の神経新生障害に基づいた無毒

性量は母動物の摂取量で 5.0 ppm（0.34–0.85 mg/kg体重/日）と推定された。        

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モニタリング手法として試み

た。昨年度までに行った STC産生菌種の迅速検出法の開発で確立した、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産生菌種へ応用した。①Fusariium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、菌種特異的な検出を行うためのプライマーを設計し

た。②Lys2 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、①および②の PCR法におい

て、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。この手法は 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。 
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A. 研究目的 

 FAO/WHO 合同食品添加物専門家会議

（JECFA）は、かび毒のリスク評価を行う

国際的機関であることから、JECFA でリス

ク評価の対象となったかび毒は、コーデ

ックス食品規格として設定される可能性

が非常に高い。我が国はコーデックス委

員会の加盟国であることから、コーデッ

クス規格を食品の規格基準に採用するこ

とが厚生労働省の方針として決められて

いる。 

2016 年の JECFA において、ステリグマ

トシスチン（STC）と 4,15-ジアセトキシ

スシルペノール（4,15-4,15-DAS）がリス

ク評価の対象となった。しかしながら、我

が国におけるそれらかび毒の汚染実態に

ついてはこれまでほとんど報告がない。

また、JECFA での結論にもある通り、毒性

評価についても不十分な知見しかない。

検査法に関しては、機器分析分野ではあ

る程度の知見があるが、迅速簡便法や遺

伝子的測定法についての知見は全くない。 

そこで、本研究事業において STC 及び

4,15-4,15-DAS を対象に日本に流通する

食品における汚染実態を調査し、得られ

たデータからばく露評価を実施し、日本

人の健康に対するそれらかび毒の影響を

評価すること、F1 世代への発達期神経障

害に焦点を当てた毒性評価をすること、

およびカビから直接かび毒産生遺伝子を

検出する遺伝子的測定法の開発を行うこ

ととした。 

本年度は当該事業の最終年度であることか

ら、昨年度までに得られた汚染実態の知見

を用いて、汚染が検出される食品群のサン

プル数を増やした。、毒性評価では STC を

評価対象として、無毒性量を推定した。 

輸入食品においての検出法として、遺

伝子的測定法の開発は、本年度は、

Fusarium 属菌における 4,15-DAS 産生菌

に着目した検討を行うこととした。 

 

B. 研究方法 

（１）実態調査 

１）STC の汚染実態調査 

 抽出は、試料 25 g に抽出溶媒アセトニ

トリル：水（85：15）100 mL を加え、30

分間振盪することで行った。精製はイム

ノアフィニティーカラム（IAC、堀場製作

所社製 AFLAKING）を用いた。溶出液を窒

素気流により乾固後 LC-MS/MS に供した。 

２）4,15-4,15-DAS の汚染実態調査 
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  抽出は、試料 25 g に抽出溶媒アセトニ

トリル：水（85：15）100 mL を加え、30

分間振盪することで行った。精製は多機

能カラム（昭和電工社製 Autoprep MF-T 

1500）を用いた。窒素気流により乾固後

LC-MS/MS に供した。 

 測定結果は平均値で表した。すなわち、

検出限界値（LOD）未満の値は 0に、検出

限界値以上定量限界値（LOQ）未満の値は

検出限界値に置き換えて算出した。中央

値については、陽性率が 50%以上であった

試料についてのみ算出した。 

 

（２）STC の発達神経毒性影響 

 妊娠 SDラット（妊娠 1日で入手、日本

エスエルシー） を、一群あたり 12 匹ず

つとして 4群に分け、STC を 0、1.7、5.0、

15.0 ppm の用量で妊娠 6 日目から分娩後

21 日目まで混餌投与した。予備試験結果

から、最高用量は母動物への軽度な毒性

とともに妊娠の維持と児動物への重篤な

毒性が出ないことが期待される 15.0 ppm

に設定した、乳汁移行確認試験は、生後 14

日目に予備試験の 12 ppm 投与群の児動物

の胃から乳汁を採取し、STC の濃度を LC-

MS/MS 法により測定した（日本食品分析セ

ンター）。投与期間中、一般状態は 1 日 1

回観察し、体重、摂餌量および摂水量を週

に 2 回の頻度で測定した。混餌飼料の調

製は 1 週間を超えない頻度で行った。出

生後 21 日目（離乳時）に児動物の半数を

解剖に供した。各群 10～12 例の雄児動物

の脳、肝臓、腎臓および肺は、重量を測定

後、組織切片を作成した。切片は、DAB 発

色にて ABC 法（Vectastain ABC Elite kit、

Vector Laboratories）による免疫染色を

行った。新生ニューロンの分化段階指標

である glial fibrillary acidic protein

（GFAP）、sex determining region Y 

(SRY)-box 2（SOX2）、T-box brain 2（TBR2）、

doublecortin（DCX）、介在ニューロンの指

標である reelin（RELN）、parvalbumin

（PVALB）、calbindin-D-28K（CALB1）、成

熟ニューロンの指標である neuronal 

nuclei (NeuN)、細胞増殖活性の指標であ

る proliferating cell nuclear antigen

（PCNA）などを用いた。 

 母動物は分娩後 21 日に脳、肝臓、腎

臓、肺重量を測定後、組織切片を作成し

た。。 

 残り半数の児動物は出生後 77 日まで

STC を含まない通常飼料により飼育し、

組織切片を作成、飼育中は一般状態を毎

日、体重を週に 1回の割合で測定した。 

統計学的解析は、体重、摂餌量、摂水

量、臓器重量、免疫染色における陽性細

胞カウント値について、各群の分散を

Bartlett の方法で検定し、等分散の場合

は Dunnett、不等分散の場合は Steel の

方法により検定を行った。 

出生後 21日目および 77日目の 0並び

に 15.0 ppm 群のメタカーン固定脳を用

いて、大脳の Bregma の後方約-2.2 mm の

2 mm 厚スライスより海馬歯状回部分を採

取し real-time reverse-transcription 

polymerase chain reaction (RT-PCR; 

StepOnePlus Real-time PCR System、

Life Technologies)により遺伝子発現解

析を行った。 

（倫理面への配慮） 

動物飼育、管理にあっては、国立大学法

人東京農工大学の実験取扱い倫理規定に
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従った。 

 

（３）培養によらないかび毒産生菌種検

出法の開発 

１）供試菌株 

4,15-DAS 産生菌種として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、6菌種、合計 15 菌種 15株

を用いた。 

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、

ゲノム DNA の抽出は SDS 法または DNeasy 

plant mini kit（QIAGEN）を用いて行い、

-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  を

用いてClustalWによりアライメントを行

った。 

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 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 

（１）実態調査 

１）添加回収試験 

 STC の添加回収試験は 11 種の食品につ

いて実施した。ライ麦粉の 4,15-DAS の 50 

µg/kg 添加群以外の回収率はいずれの濃

度においても良好であり、国際的なクラ

イテイリアを満たしていた。 

２）STC の汚染実態 

 11 食品目計 257 検体の調査を行った。

最も陽性率が高かったのはハト麦加工品

の 76%であり、米、小豆、ライ麦粉、大麦

加工品及びそば粉からも検出された。平

均濃度が最も高かったのハト麦加工品と

ライ麦粉の 0.3 μg/kg であった。最大濃

度はライ麦粉の 5.1 μg/kg であった。ハ

ト麦加工品、国産小麦粉、ライ麦粉、そば

粉からは 0.5 µg/kg 以上が検出された試

料が認められたが、輸入小麦粉、米、小豆、

大麦加工品においては検出されたても全

て 0.5 µg/kg未満であった。 

３）4,15-DAS 

8 食品目計 164 検体について行った。最

も陽性率が高かったのはコーンフラワー

の 67%であり、平均濃度が最も高かったの

はハト麦の 11 µg/kgであった。 

 

（２）STC の発達神経毒性影響 

１）体重、摂餌量、摂水量、着床数、産

仔数： 

 母動物、児動物の体重は、体重、摂餌

量および摂水量に STC の影響と思われる

変化は認められなかった。着床数、産仔

数に STC による影響は認められなかっ

た。 

２）臓器重量： 

 母動物は、15.0 ppm で肝臓の絶対重量

が高値を示したが、児動物は、ばく露終

了時と成熟時の剖検で、雌雄いずれの臓

器重量にも変化は認められなかった。 
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３）免疫組織学的変化： 

 離乳時の雄児動物の脳海馬歯状回にお

ける免疫染色は、SGZ において DCX

（type-2b, 3 神経前駆細胞～未熟顆粒細

胞）、PCNA（細胞増殖指標）の陽性細胞

数が 15.0 ppm 群で有意に減少したが、

成熟時の雄児動物では離乳時の顆粒細胞

系譜および介在ニューロンの変化は全て

回復した一方、歯状回門では、GABA 性介

在ニューロンである CALB1 および PVALB

陽性細胞が 15.0 ppm 群で有意に増加し

た。 

４）遺伝子発現解析： 

離乳時の雄児動物の海馬歯状回にお

ける 15.0 ppm での遺伝子発現解析の結

果、神経栄養因子をコードする Bdnf、細

胞周期関連遺伝子である Ccnd2、DNA 修

復関連遺伝子である Apex1 と Ercc1、お

よびアセチルコリン受容体をコードする

Chrna7 の発現増加を認めた。一方、神経

栄養因子受容体をコードする Ntrk2、細

胞周期関連分子をコードする Cdk1、

Cdk2、Cdkn1a、Cdkn1b、Cdkn1c、

Cdkn2b、DNA 修復関連遺伝子である

Brip1、アセチルコリン受容体をコード

する Chrnb2 およびドパミン受容体をコ

ードする Drd2 の発現減少を認めた。 

 

（３）培養によらないかび毒産生菌種検

出法の開発 

方法で記述した 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 

4,15-DAS 産生菌種に特異的なサイトの

検索を行った結果、F. graminearum s. 

str.を除く 7 菌種にのみ共通するサイト

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とともに F. 

graminearum s. str.特異的な領域にプラ

イマーを設計し、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。 

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、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。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 

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

列を比較したところ、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するとともに、F. 

poae 特異的な領域にプライマーを設計

した。 

その結果、F. poae ではおよそ 220 bp 

の増幅産物が得られ、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。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。 
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D. 考察 

（１）実態調査 

１）STC の汚染実態 

 昨年度までの 2 年間の調査において、

STC は国産小麦粉、ライ麦粉、ハト麦加工

品及びホワイトソルガムから主に検出さ

れたので、今年度も調査を行った結果、

STC が検出された。陽性率は 8%と低かっ

たものの、STC が穀類を幅広く汚染してい

る実態が明らかになった。 

２）4,15-DAS の汚染実態 

昨年度までの 2 年間の結果と同様にハ

ト麦加工品において陽性検体が多く認め

られた。日本産よりもタイとラオス産の

検体で検出濃度が高い傾向も同様であっ

た。 

 

（２）STC の発達神経毒性影響 

 STC は、出生後 21 日目で、15.0 ppm

において SGZ における顆粒細胞系譜分化

後期にある神経前駆細胞の増殖抑制によ

る type-2b前駆細胞〜未熟顆粒細胞の減

少を特徴とする神経新生障害が見られた

が、それに対する修復性の反応として海

馬歯状回門における神経新生制御系であ

る CALB1 陽性および PVALB 陽性 GABA 性

介在ニューロン数の増加も観察され

た。、これは STC 発達期ばく露による神

経新生障害に対する神経保護的機構を示

している事が示唆された。 

STC の発達期ばく露により神経新生部

位での DNA 傷害が示唆された。SGZ では

PCNA 陽性細胞数が 15.0 ppm で減少して

おり、STC により type-2b から type-3 の

増殖活性を示す神経前駆細胞の細胞増殖

が抑制されたものと考えられた。このこ

とから、STC の曝露終了時では G1/S ない

し G2/M チェックポイント機能の低下が示

唆され、減少した神経前駆細胞の数を補

うための増殖性反応が生じていることが

示唆された。更に、CDK に結合しこれを

活性化する補助因子であるサイクリンを

コードする Ccnd2 が STC 曝露により発現

増加していた。この Ccnd2 の発現増加も

同様に細胞増殖の抑制により減少した神

経細胞数を回復させるための恒常性維持

機構の変化をとらえられた。15.0 ppm 群

でアセチルコリン作動性入力の一部の受

容体遺伝子とドパミン作動性入力の受容

体遺伝子の発現減少を認めているが、ど

ちらも細胞増殖と分化（樹状突起の伸

長）に関与することが知られていること

から、STC 発達期曝露によるアセチルコ

リン作動性およびドパミン作動性入力の

減少が、顆粒細胞系譜の中で分化後期に

あたる細胞の減少に関連した変動を示し

た可能性が示唆された。本研究では、15 

ppm の STC 曝露により Chrnb2 の発現が低

値を示したことから、Chrnb2 を発現する

いずれかの GABA 性介在ニューロンの投

射の抑制により、SGZ における細胞増殖

抑制を生じた可能性がある。15 ppm の

STC 曝露により Chrna7 の発現が高値を示

したことから、Chrna7 を発現するいずれ

かの GABA 性介在ニューロンの投射の促

進により、SGZ における細胞増殖抑制に

対して代償性の増殖シグナルを与えた可

能性がある。これらのことから、今後、

Drd2 の発現減少については CNTF や ChAT

との関連で更なる検討が必要であると考

えられる。PVALB+介在ニューロンは歯状
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回の顆粒細胞から分泌される BDNF の刺

激に応じて増殖・分化を受けることが知

られているが、15 ppm の STC ばく露によ

り Bdnf の発現が高値を示したことは、

顆粒細胞から分泌された BDNF が PVALB+

介在ニューロンの増数に機能し、成熟時

における神経新生障害の回復に関連して

いるものと考えられた。 

 出生後 77 日目では、離乳時に認めら

れた顆粒細胞系譜の変化および歯状回門

における GABA 性介在ニューロンの変化

は消失したことから、STC の発達期ばく

露による神経新生障害は可逆的であるこ

とが示唆された。 

 

（３）培養によらないかび毒産生菌種検

出法の開発 

今年度は、Fusarium 属菌のうち 4,15-

DAS 産生菌種のみを検出する HiDi DNA 

polymerase を用いる迅速検出法の開発を

行った。。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 遺伝子ではすべての 4,15-

DAS 産生菌種に共通する特異的なサイト

は 見 つ か ら な か っ た の で 、 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

つを併用する系を開発した。この系は特

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

必要があった。 

一方、Lys2 遺伝子を用いた場合には、

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とから、

マルチプレックス PCR の系を検討した。

その結果、全ての 4,15-DAS 産生菌種を検

出することに成功した。このことにより、

4,15-DAS産生菌種においても、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。 

 

E. 結論 

STC と 4,15-DAS の日本に流通する食品

を対象とした汚染実態調査では、STC は

小麦粉、ライ麦粉、ハト麦加工品などの

麦類加工品において主に検出された。

4,15-DAS はハト麦加工品で主に検出さ

れ、小麦などのその他の穀類からは検出

されなかった。 

 STC の毒性評価として、胎児がばく露

される可能性が高いかび毒の発達神経毒

性影響を評価した。ばく露終了時で、

15.0 ppm において SGZ における顆粒細胞

系譜分化後期の神経新生障害と、それに

対する修復性の反応を認めた。DNA 修復

関連遺伝子は発現増加を示したことから

DNA 傷害が示唆された。成熟後では、顆

粒細胞系譜の変化および GABA 性介在ニ

ューロンの変化は消失したことから、

STC の発達期ばく露による神経新生障害

は可逆的であることが示唆された。児動
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物の神経新生障害に基づいた無毒性量は

母動物の摂取量で 5.0 ppm（0.34–0.85 

mg/kg 体重/日）と判断された。 

培養によらないかび毒産生菌種検出法

では、4,15-DAS 産生菌種 9 菌種および非

産生菌種 6菌種を用いて、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

る系とLys2遺伝子の情報を基にして作成

したマルチプレックス PCR の系を検討し

た。その結果マルチプレックス PCR の系

で、一回の PCR 操作で 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。 

 

F. 研究業績 

1. 論文発表 

1) Onami J† , Watanabe M† , Yoshinari T, 

Hashimoto R, Kitayama M, 

Kobayashi N, Sugita-Konishi Y, 

Kamata Y Takahashi H, Kawakami 

H, Terajima J: Fumonisin-

production by Aspergillus section 

Nigri isolates from Japanese Foods 

and Environments. Food Safety 

(2018) 6: 74-82 （†筆頭著者同等貢献

者） 

 

2) Kobayashi, N, Kubasaki, A, 

Takahashi, Y, Yanai, M., Konuma, 

R, Uehara, S, Chiba, T, Watanabe, 

M, Terajima, J and Sugita-Konishi, 

Y: Distribution of sterigmatocystin-

producing Aspergilli in Japan. Food 

Safety (2018) 6: 67-73 

 

3) Nakajima K, Masubuchi Y, Ito Y,  

Inohana M, Takino M, Saegusa Y, 

Yoshida T, Sugita-Konishi Y, 

Shibutani M. Developmental 

exposure of citreoviridin 

transiently affects hippocampal 

neurogenesis targeting multiple 

regulatory functions in mice. Food 

Chem Toxicol. （2018） 120: 590-

602. 

 

4) Nakajima K, Tanaka T, Masubuchi 

Y, Ito Y, Kikuchi S, Woo GH, 

Yoshida T, Shibutani M. 

Developmental Exposure of Mice to 

T-2 Toxin Increases Astrocytes and 

Hippocampal Neural Stem Cells 

Expressing Metallothionein. 

Neurotox Res. (2019) 35(3): 668-

683. 

 

2. 学会発表 

1) Sugita-Konishi Y, Takeda N, 

Watanabe M, Kobayashi N and 

Yoshinari T. Development of an 

Analytical Method for 

Simultaneous Determination of the 
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Modified 4,15-Diacetoxyscirpenol 

and their Occurrence in Japanese 

Retail Food. SOT 58th annual 

meeting (2019, 3, Baltimore) 

 

2) 加田睦月、内ヶ島美岐子、吉成知也、

三宅司郎、小林直樹、小西良子. ステ

リグマトシスティンのELISAによる

スクリーニング法の開発. 日本マイ

コトキシン学会第 83 回学術講演会

（2019, 1, 川崎） 

 

3) 佐藤和貴、吉成知也、窪崎敦隆、小林

直樹、小西良子、工藤由起子、 渡辺

麻衣子. 国内流通穀類におけるステ

リグマトシスチン産生菌の分布に関

する研究. 日本マイコトキシン学会

第 83回学術講演会（2019, 1, 川崎） 

 

4) 小林直樹、古川優奈、佐藤悠人、渡辺

麻衣子、栗林尚志、島津德人、小西良

子. Change of fungal microflora in 

the house by dogs. 平成 30年室内環

境学会学術大会（2018, 12, 東京） 

 

5) 小池義浩、吉成知也、中川博之、上垣

隆一、高橋治男、清水公徳、 工藤由

起子、渡辺麻衣子. Fusarium属菌に

おけるフモニシン類産生性に関する

分類学的検討. 日本マイコトキシン

学会第 82回学術講演会（2018, 8, 帯

広） 

 

6) Watanabe M, Onami J, Yoshinari T, 

Hashimoto R, Kitayama M, Kamata 

Y, Takahashi H, Kawakami H, 

Terajima J. Study on fumonisin-

productivity of isolates of 

Aspergillus section Nigri derived 

from foods in Japanese markets and 

environment UJNR 2018 (2018, 5, 

Yokohama) 

 

7) 中島 康太、伊藤 優子、増渕 康

哲、吉田 敏則、小西 良子、渋谷 

淳：ジアセトキシスシルペノールの

マウス発達期曝露による海馬歯状回

における不可逆的な神経新生障害、

第45回日本毒性学会学術年会、大

阪、第45回日本毒性学会学術年会要

旨集：P-44、S 230、7月18-20日、

2018 

 

8) Kota Nakajima, Yuko Ito, Yasunori 

Masubuchi, Satomi Kikuchi, 

Toshinori Yoshida, Yoshiko Sugita-

Konishi, Makoto Shibutani: 

Reversal effect of citreoviridin and 

irreversible effect of 

diacetoxyscirpenol on hippocampal 

neurogenesis by developmental 

exposure in mice. ESVP-ECVP 

Annual Meeting, Rumania, 

September 5-8th, 2018 

 

9) 中島康太，伊藤優子，増渕康哲，菊

地聡美，小西良子，吉田敏則，渋谷

淳：かび毒シトレオビリジンとジア

セトキシスシルペノールのマウス発

達期曝露による生後の海馬神経新生

に対する影響の比較、第161回日本

獣医学会学術集会、つくば、第161
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回日本獣医学会学術集会講演要旨

集：BO-33、P. 309、9月11-13日、

2018 

 

10) 中島 康太、伊藤 優子、増渕 康

哲、菊地 聡美、吉田 敏則、小西 

良子、渋谷 淳：ステリグマトシス

チンのラット発達期曝露による海馬

歯状回における神経新生に対する影

響、第35回日本毒性病理学会総会及

び学術集会、東京、第35回日本毒性

病理学会学術集会講演要旨集：P-

02、p.61、1月31-2月1日、2019 

 

H. 知的財産権の出願・登録状況 

1．特許取得 

  なし 

 

2．実用新案登録 

  なし 

 

3. その他 

 なし 
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厚生労働科学研究費補助金 
（食品の安全確保推進研究事業） 

 
分担研究報告書 

 
ステリグマトシスチンと 4,15-ジアセトキシスシルペノールの汚染実態調査 

 
研究分担者 吉成 知也  （国立医薬品食品衛生研究所） 

 
 
研究要旨 

 ステリグマトシスチン（STC）及び 4,15-ジアセトキシスシルペノール（4,15-4,15-DAS）は、2016

年の FAO/WHO 合同食品添加物専門家会議（JECFA）においてリスク評価がなされ、国際的に注

目が集まっている。しかしながら、我が国におけるそれらかび毒の汚染実態についてはこれまでほ

とんど報告がない。そこで、本研究事業において STC及び 4,15-4,15-DASを対象に日本に流通する

食品における汚染実態を調査し、得られたデータからばく露評価を実施し、日本人の健康に対する

それらかび毒の影響を評価することとした。本年度は、これまでの 2 年間の調査の結果で両かび毒

が検出された食品を対象に汚染実態調査を行った。 

 STC については、11 食品目計 257 検体の調査を行った。最も陽性率が高かったのはハト麦加工

品の 76%であり、続いて国産小麦粉の 38%、輸入小麦粉の 32%であった。米、小豆、ライ麦粉、大

麦加工品及びそば粉からも検出された。コーンフラワー、ホワイトソルガム、ビール及びワインか

らは定量限界値以上の STC は検出されなかった。最大濃度はライ麦粉の 5.1 µg/kg であった。

4,15-4,15-DAS については、8 食品目計 164 検体の調査を行った。最も陽性率が高かったのはコー

ンフラワーの 67%であり、次いでハト麦加工品の 64%であった。平均濃度が最も高かったのはハト

麦の 11 µg/kgであった。コーンフラワー、ソルガム及びライ麦粉の陽性検体中の 4,15-4,15-DAS濃

度は全て 1 µg/kg以下であった。最大濃度はハト麦における 60 µg/kgであった。国産小麦粉、輸入

小麦粉、そば粉、ハト麦茶及び米からは定量限界値以上の 4,15-4,15-DASは検出されなかった。以

上の結果より、日本人における STC 摂取の主要源は小麦である可能性が考えられた。また、

4,15-4,15-DAS については日本人の摂取量が高い食品の汚染レベルが低いことから、ばく露量は低

いと考えられた。 

研究協力者 

竹内 浩  三重県保健環境研究所 

谷口 賢  名古屋市衛生研究所 

中島 正博 名古屋市衛生研究所 

橋口 成喜 川崎市健康安全研究所 

脇 ますみ 神奈川県衛生研究所 

藤吉 智治 （一財）食品分析開発センター   

       SUNATEC 

七戸 八重子（一財）日本食品検査 

猪之鼻 修一（一財）日本食品分析センター 

小杉 正樹 （一財）日本食品分析センター 

宮崎 光代 （一財）日本食品分析センター 

A. 研究目的 

 世界的に汚染頻度が高く、健康被害が予測さ

れるかび毒は、FAO/WHO合同食品添加物専門

家会議（JECFA）で毒性評価が行われ、コーデ
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ックス委員会で規格策定が行われている。我が

国はコーデックス委員会の加盟国であることか

ら、コーデックス規格を食品の規格基準に採用

することが厚生労働省の方針として決められて

いる。 

 厚生労働省は､リンゴジュース中のパツリン、

小麦玄麦中のデオキシニバレノール、全食品中

の総アフラトキシン及び乳中のアフラトキシン

M1に対して規制を行っている。また、コーデッ

クス規格が定められているオクラトキシン Aや

フモニシンに関しては、本研究事業で実態調査

が行われており、それらについては食品安全委

員会において我が国におけるリスク評価が実施

された。また、JECFAにおいて毒性評価が行わ

れた T-2 トキシン、HT-2トキシン及びゼアラ

レノンの 3種のフザリウムトキシンについても

汚染実態調査を行った。 

 本事業が研究対象とするステリグマトシスチ

ン（STC）と 4,15-ジアセトキシスシルペノール

（4,15-4,15-DAS）については、日本に流通する

食品における汚染実態はほとんどわかっていな

い。一方で、STCについては欧州食品安全機関

（EFSA）により 2013 年にリスク評価、2015

年に汚染実態調査の結果が報告され、また、

2016年に JECFAにおいてリスク評価が実施さ

れた 1,2)。4,15-4,15-DAS は 2016 年の JECFA

で評価され、さらに EFSAにおいても 2018年

にリスク評価の結果が公表された 3)。このよう

な背景からこの 2 種のかび毒に対する関心が国

際的に高くなってきている。 

 2016年度では、分析法を確立するためにコラ

ボラティブスタディを実施した。さらに両かび

毒が検出される食品のスクリーニングを行い、

STCは穀類を中心に幅広い食品で汚染が生じて

いることが確認された。4,15-4,15-DAS はハト

麦でのみ陽性検体が認められ、T-2 トキシンと

比べると汚染の範囲が限定的であることがわか

った。2017年度は STCと 4,15-4,15-DASにつ

いて日本に流通する食品を対象に汚染実態調査

を行った。STCは国産小麦粉、ライ麦、ハト麦

及びインスタントコーヒーから主に検出され、

平均濃度は 2016年度の結果と同程度であった。

4,15-4,15-DAS については、昨年度と同様にハ

ト麦において陽性検体が多く認められた。日本

産よりも東南アジア産の検体で検出濃度が高い

傾 向 も 同 様 で あ っ た 。 一 部 の 穀 類 で

4,15-4,15-DAS は検出されたが、検出濃度は非

常に低かった。2 年間の調査では日本で摂取さ

れる主要な穀類中に 4,15-4,15-DASの汚染は確

認されていない。2018年度は、ばく露量推定の

実施に向けて両かび毒の汚染調査を継続した。 

 

B. 研究方法 

（１）STCの汚染実態調査 

 抽出は、試料 25 g に抽出溶媒アセトニトリ

ル：水（85：15）100 mLを加え、30分間振盪

することで行った。添加回収試験の場合は STC

の標準溶液を添加し（終濃度 0.5又は 5.0 µg/kg）、

暗所に 1 時間放置した後に抽出を行った。遠心

分離（1410g、10 分間）により抽出液を分離し

た。 

 精製はイムノアフィニティーカラム（IAC、

堀場製作所社製 AFLAKING）を用いた。抽出

液 5.0 mLをピペッターで 50 mLのメスフラス

コにとり、PBSで 50 mLにメスアップした後、

ガラス繊維ろ紙でろ過した。インスタントコー

ヒーについては、抽出液 1.0 mL をピペッター

で 100 mLのメスフラスコにとり、PBSで 100 

mL にメスアップした。ビール（一晩置いて脱

気した）とワインについては検体 5.0 gを 50 mL

のメスフラスコにとり、PBS で 50 mL にメス

アップした。 

 希釈液 20 mL（ビールとワインは 5 mL）を

IACに添加し、PBS 10 mLと蒸留水 10 mLで

洗浄後、アセトニトリル 3 mLで溶出した。溶

出液を窒素気流により乾固後、残渣をアセトニ
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トリル 0.5 mLで溶解後、さらに蒸留水 0.5 mL

を加えてから混合したものを試験溶液とした。 

 ＜LC-MS/MSの測定条件＞ 

HPLC 

 カラム：InertSustain C18 

          2.1×150 mm, 3 m 

 カラム温度：40℃ 

 移動相：A  2 mmol/L 酢酸アンモニウム 

     B  メタノール 

 分離条件： 0分  A：B = 60：40 

            13分 A：B = 10：90 

 流速：0.2 mL/分 

 注入量：10 L 

MS 

  イオン化：ESI positive 

  モニタリングイオン：325[M+H]+>281 

 

（２）4,15-4,15-DASの汚染実態調査 

  抽出は、試料 25 g に抽出溶媒アセトニトリ

ル：水（85：15）100 mLを加え、30分間振盪

することで行った。添加回収試験の場合は試料

中の 4,15-4,15-DAS濃度が 5又は 50 µg/kgとな

るよう標準品を添加し、暗所に 1 時間放置した

後に抽出を行った。遠心分離（1410g、10分間）

により抽出液を分離した。 

 精製は多機能カラム（昭和電工社製 Autoprep 

MF-T 1500）を用いた。抽出液約 10 mLをカラ

ムに入れ、最初の流出液 3 mLは捨て、次いで

流出する約 2.4 mL を試験管に採った。その溶

出液から 2.0 mL を別の試験管に正確にとり、

窒素気流により乾固後、残渣をアセトニトリ

ル：水（1：9）0.5 mLで溶解したものを試験溶

液とした。 

 ハト麦茶については、製品の作り方に記載さ

れた量の沸騰水でティーバックからお茶を煮出

したものを試料とした。2 mLのアセトニトリル

と 2 mL の蒸留水で前処理した固相カラム

（Biotage社製 ISOLUTE Myco 60mg）に試料

2 gを供した。蒸留水 3 mLと 10%アセトニト

リル 3 mLでカラムを洗浄後、アセトニトリル 2 

mL で溶出した。溶出液を窒素気流により乾固

後、残渣をアセトニトリル：水（1：9）1 mL

で溶解したものを試験溶液とした。 

 

 ＜LC-MS/MSの測定条件＞ 

HPLC 

 カラム：InertSustain C18 

          2.1×150 mm, 3 m 

 カラム温度：40℃ 

 移動相：A  2 mmol/L 酢酸アンモニウム 

     B  メタノール 

 分離条件： 0分  A：B = 80：20 

             8分 A：B = 10：90 

             12分まで保持 

 流速：0.2 mL/分 

 注入量：10 L 

MS 

  イオン化：ESI positive 

  モニタリングイオン：384[M+H]+>307 

 

  平均値については、検出限界値（LOD）未満

の値は 0に、検出限界値以上定量限界値（LOQ）

未満の値は検出限界値に置き換えて算出した。

中央値については、陽性率が 50%以上であった

試料についてのみ算出した。 

 

C. 研究結果 

（１）添加回収試験 

 STC の添加回収試験の結果を表 1 に示した。

11 種の食品について、0.5 µg/kg 添加群におい

ては回収率の平均値は 83.6~106.3%の範囲に収

まり、標準偏差は 11.3%以下であった。5 µg/kg

添加群においては、回収率の平均値は 81.2～

101.4%の範囲に収まり、標準偏差は 6.8%以下

であった。4,15-4,15-DAS の添加回収試験の結

果を表 2に示した。5 µg/kg添加群においては、
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回収率の平均値は 92.1~105.6%の範囲に収まり、

標準偏差は 10.8%以下であった。50 µg/kg添加

群においては、回収率の平均値は 78.3~105.6%

の範囲に収まり、標準偏差は 8.6%以下であった。

コーデックス委員会が定めた分析法の手順書に

おいて、100 µg/kg、10 µg/kg及び 1 µg/kg添加

時の回収率のクライテイリアはそれぞれ 80～

110%、60～115%、40～120%とされている。ラ

イ麦粉の4,15-4,15-DASの50 µg/kg添加群以外

の回収率はこれらのクライテイリアを満たして

いた。 

 

（２）STCの汚染実態（表 3、図 1） 

 11食品目計 257検体の調査を行った。最も陽

性率が高かったのはハト麦加工品の 76%であり、

続いて国産小麦粉の 38%、輸入小麦粉の 32%で

あった。米、小豆、ライ麦粉、大麦加工品及び

そば粉からも検出された。コーンフラワー、ホ

ワイトソルガム、ビール及びワインからは定量

限界値以上の STCは検出されなかった。平均濃

度が最も高かったのハト麦加工品とライ麦粉の

0.3 μg/kg であった。STC が検出されたその他

の食品における平均値は 0.01～0.06 µg/kgの範

囲であった。中央値についてはハト麦加工品で

0.09 μg/kgであった。最大濃度はライ麦粉の 5.1 

μg/kg であった。ハト麦加工品、国産小麦粉、

ライ麦粉、そば粉からは 0.5 µg/kg以上の STC

が検出された試料が認められたが、輸入小麦粉、

米、小豆、大麦加工品においては検出されたSTC

は全て 0.5 µg/kg未満であった。 

 

（３）4,15-4,15-DAS（表 4、図 2） 

8 食品目計 164 検体について 4,15-4,15-DAS

の汚染を調べた。最も陽性率が高かったのはコ

ーンフラワーの 67%であり、次いでハト麦加工

品の 64%であった。平均濃度が最も高かったの

はハト麦の 11 µg/kgであった。コーンフラワー、

ソルガム及びライ麦粉の陽性検体中の

4,15-4,15-DAS 濃度は全て 1 µg/kg以下であっ

た。中央値についてハト麦加工品で 0.8 µg/kg、

コーンフラワーで 0.4 µg/kgであった。最大濃度

はハト麦における 60 µg/kgであった。国産小麦

粉、輸入小麦粉、そば粉、ハト麦茶及び米から

は定量限界値以上の 4,15-4,15-DASは検出され

なかった。 

 

D. 考察 

（１）STCの汚染実態 

 これまでの 2年間の調査において、STCは国

産小麦粉、ライ麦粉、ハト麦加工品及びホワイ

トソルガムから主に検出された。それら食品に

ついては今年度も調査を行った結果、STCが検

出された。各年ごとの汚染レベルに大きな変化

はなかったが、小麦粉、ライ麦粉及びハト麦加

工品といった麦類においては定常的な汚染が認

められた。そば粉については今年度初めて調査

を行った。陽性率は 8%と低かったものの、1検

体で 0.6 µg/kgの STCが検出されており、STC

が穀類を幅広く汚染している実態が明らかにな

った。 

 ハト麦やそば粉といった食品については、ヨ

ーロッパなど他の地域で行われた調査結果は無

く、それら食品における STC汚染は本調査が初

の報告である。今後、そば麺などの加工品につ

いても調査を行う必要が考えられる。 

（２）4,15-4,15-DASの汚染実態 

 これまでの 2 年間の結果と同様にハト麦加工

品において陽性検体が多く認められた。日本産

よりもタイとラオス産の検体で検出濃度が高い

傾向も同様であった。コーンフラワー、ライ麦

粉 及 び ホ ワ イ ト ソ ル ガ ム に お い て も

4,15-4,15-DAS が検出されたが、汚染濃度はハ

ト麦加工品と比べると非常に低かった。ハト麦

加工品から 4,15-4,15-DASが高頻度で検出され

ることから、ハト麦茶の調査を今年度初めて行

った。ハト麦加工品とは異なり、4,15-4,15-DAS
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陽性の検体は認められなかった。ハト麦茶に使

われているハト麦のほとんどが、4,15-4,15-DAS

汚染レベルが低い日本産であることや、お茶に

することで薄まっていることが原因と考えられ

る。 

 

E. 結論 

昨年度に引き続き、STCと 4,15-4,15-DASに

ついて日本に流通する食品を対象に汚染実態調

査を行った。STCは小麦粉、ライ麦粉、ハト麦

加工品などの麦類加工品において主に検出され

た。小麦加工品は日本人の摂取量が多いことか

ら、日本人における STC摂取の主要食品と考え

られる。4,15-4,15-DASはハト麦加工品で主に

検出され、小麦などのその他の穀類からは検出

されなかった。ハト麦茶においても検出されな

かったことから、日本人におけるばく露量は

2010～2015年度に調査を行った T-2トキシン

やHT-2トキシンよりも非常に少ないと考えら

れる。 
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表1  STCの添加回収試験の結果 
 

 
 
 
 
 
 
 

範囲 (%) 平均値 (%) 標準偏差(%)

0.5 77.2-100.4 91.5 7.7

5 92.4-105.2 98.7 5.5

0.5 89.1-104.6 95.6 6.8

5 92.6-99.9 96.7 2.9

0.5 89.2-111.6 98.9 7.8

5 88.8-102.4 96.4 5.4

0.5 101.0-107.4 106.3 4.2

5 96.2-104.9 101.3 3.3

0.5 75.7-88.2 83.6 4.5

5 78.6-83.0 81.2 1.6

0.5 82.4-102.8 95.9 7.5

5 92.4-101.2 97.1 3.6

0.5 96.7-112.0 102.9 5.9

5 97.7-104.9 101.4 2.7

0.5 80.8-112.9 103.2 11.3

5 91.2-106.9 100.2 6.8

0.5 101.0-109.6 104.3 3.0

5 97.6-100.6 98.7 1.2

0.5 84.8-93.9 89.2 4.6

5 91.2-97.6 94.4 2.5

0.5 90.7-94.0 92.6 1.3

5 90.6-101.9 97.6 4.0

小麦粉

0.02 0.05

ワイン

ホワイト
ソルガム

米

ライ麦粉

ハト麦加工品

コーン
フラワー

そば粉

大麦加工品

ビール

小豆

食品
LOD
(µg/kg)

LOQ
(µg/kg)
添加濃度
(µg/kg)

回収率 (n = 6)
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表2  4.15-4,15-DASの添加回収試験の結果 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
  

平均値 (%) 標準偏差 (%)

5 101.5 4.9

50 105.6 0.7

5 93.7 2.0

50 93.9 1.2

5 105.0 1.0

50 99.9 1.2

5 98.5 10.8

50 103.4 8.6

5 101.8 0.9

50 78.3 1.7

5 105.6 1.1

50 103.6 1.4

5 97.1 1.6

50 95.7 7.3

5 102.6 0.8

50 102.1 1.1

5 92.1 0.8

50 87.3 0.8

添加濃度
(µg/kg)

回収率(n=3)

ハト麦茶

国産小麦粉

精米

輸入小麦粉

食品

コーンフラワー

そば粉

ホワイトソルガム

ハト麦加工品

ライ麦粉
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表 3  ステリグマトシスチンの汚染実態 
 
 

 
  

LOQ-0.5 0.5-1.5 1.5-5 >5

ハト麦加工品 25 19 ( 76 % ) 14 4 1 0.3 0.09 2.0

国産小麦粉 21 8 ( 38 % ) 7 1 0.06 - 0.5

輸入小麦粉 22 7 ( 32 % ) 7 0.02 - 0.1

米 20 5 ( 25 % ) 5 0.04 - 0.2

小豆 11 2 ( 18 % ) 2 0.01 - 0.07

ライ麦加工品 27 4 ( 15 % ) 1 1 1 1 0.3 - 5.1

大麦加工品 20 2 ( 10 % ) 2 0.01 - 0.1

そば粉 25 2 ( 8 % ) 1 1 0.04 - 0.6

コーンフラワー 21 0 ( 0 % ) - - -

ホワイトソルガム 5 0 ( 0 % ) - - -

ビール 30 0 ( 0 % ) - - -

ワイン 30 0 ( 0 % ) - - -

製品
最大値
（μg/kg）

各濃度（μg/kg）に含まれる検体数
検体数

平均値
（μg/kg）陽性数

中央値
（μg/kg）
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図 1  ステリグマトシスチンの汚染実態（平均濃度） 
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表 4 4,15-ジアセトキシスシルペノールの汚染実態 
 
 

 
 
 
 
 
 

調査数
LOD/LOQ
（μg/kg）

陽性数（%）
平均値
（μg/kg）

中央値
（μg/kg）

最大値
（μg/kg）

コーンフラワー 21 0.1/0.3 67 0.3 0.4 1

ハト麦加工品 25 0.2/0.5 64 11 0.8 60

ホワイトソルガム 5 0.08/0.3 40 0.3 - 0.8

ライ麦粉 21 0.01/0.03 24 0.03 - 0.2

国産小麦粉 21 0.06/0.2 0 - - -

輸入小麦粉 22 0.02/0.06 0 - - -

そば粉 17 0.08/0.3 0 - - -

ハト麦茶 12 0.03/0.1 0 - - -

米 20 0.01/0.04 0 - - -
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図 2  4,15-4,15-DASの汚染実態（平均濃度） 
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別添-1 各試料における STC汚染濃度 
 
 NDは検出限界値（0.02µg/kg）未満、下線は検出限界値以上、定量限界値（0.05µg/kg）
未満の値である。 
 
 

ハト麦 
 

サンプルID 原産地
STC

(µg/kg)

30-HT01 不明 0.09

30-HT02 タイ 0.72

30-HT03 タイ 0.57

30-HT04 タイ 0.10

30-HT05 不明 0.46

30-HT06 中国 0.11

30-HT07 岩手県 0.06

30-HT08 栃木県 0.03

30-HT09 岩手県 0.07

30-HT10 岩手県 0.05

30-HT11 栃木県 0.03

30-HT12 出雲市斐川町 0.02

30-HT13 岩手県 0.05

30-HT14 栃木県 0.06

30-HT15 岩手県 0.05

30-HT16 岩手県 0.05

30-HT17 タイ 0.36

30-HT18 国産 0.11

30-HT19 不明 0.83

30-HT20 ラオス 1.98

30-HT21 岩手県 0.03

30-HT22 国産 ND

30-HT23 タイ 0.64

30-HT24 国産 0.27

30-HT25 不明 0.21
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         国産小麦粉                          輸入小麦粉 
 
 サンプルID 産地

STC
(µg/kg)

30-JWF01 国産 0.08

30-JWF02 北海道 0.07

30-JWF03 北海道 0.07

30-JWF04 北海道 0.1

30-JWF05 北海道 0.1

30-JWF06 北海道 0.5

30-JWF07 北海道 0.06

30-JWF08 北海道 0.03

30-JWF09 北海道 0.07

30-JWF10 福岡県 ND

30-JWF11 福岡県 ND

30-JWF12 九州産 ND

30-JWF13 九州産 ND

30-JWF14 北海道 0.02

30-JWF15 九州産 ND

30-JWF16 北海道 0.02

30-JWF17 0.03

30-JWF18 北海道 0.03

30-JWF19 九州産 ND

30-JWF20 滋賀県産 ND

30-JWF21 熊本県菊池市 0.03

サンプルID 産地
STC

(µg/kg)

30-FWF01 フランス 0.03

30-FWF02 フランス、北米主体 0.04

30-FWF03 北米、オーストラリア主体 0.10

30-FWF04 カナダ、アメリカ 0.12

30-FWF05 カナダ、アメリカ 0.07

30-FWF06 アメリカ、カナダ主体 0.05

30-FWF07 カナダ、アメリカ 0.03

30-FWF08 イタリア 0.04

30-FWF09 アメリカ、カナダ主体 0.03

30-FWF10 カナダ、アメリカ主体 0.03

30-FWF11 カナダ 0.02

30-FWF12 カナダ、アメリカ、国産主体 0.04

30-FWF13 フランス 0.05

30-FWF14 カナダ、アメリカ主体 ND

30-FWF15 カナダ、アメリカ主体 ND

30-FWF16 カナダ、アメリカ主体 ND

30-FWF17 北米全体 0.06

30-FWF18 アメリカ、カナダ、オーストラリア主体 ND

30-FWF19 カナダ、アメリカ主体 0.03

30-FWF20 アメリカ主体 ND

30-FWF21 アメリカ主体 ND

30-FWF22 アメリカ主体 0.05



28 
 

          米                            小豆 
 
 
 

  

サンプルID 原産地
STC

(µg/kg)

30-RC01 秋田県大潟村 0.1

30-RC02 日本 0.03

30-RC03 秋田県 0.04

30-RC04 北海道 0.03

30-RC05 新潟県 0.06

30-RC06 新潟県 0.04

30-RC07 茨城県 0.1

30-RC08 熊本県 0.2

30-RC09 北海道 ND

30-RC10 日本 ND

30-RC11 日本 0.03

30-RC12 山形県庄内産 ND

30-RC13 京都府丹後産 ND

30-RC14 北海道空知 ND

30-RC15 北海道 ND

30-RC16 佐賀県 ND

30-RC17 岩手県 ND

30-RC18 青森県 ND

30-RC19 新潟県 ND

30-RC20 日本 0.1

サンプルID 原産地
STC

(µg/kg)

30-AD01 北海道 0.05

30-AD02 北海道 ND

30-AD03 北海道（十勝） ND

30-AD04 北海道 ND

30-AD05 北海道 ND

30-AD06 北海道 ND

30-AD07 岡山県 ND

30-AD08 日本 ND

30-AD09 岡山県 ND

30-AD10 中国 0.07

30-AD11 岡山県 ND
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ライ麦加工品 

 

 
  

サンプルID 原産地
STC

(µg/kg)

30-RY01 ドイツ ND

   30-RY02 カナダ ND

30-RY03 不明 ND

30-RY04 不明 ND

30-RY05 ドイツ ND

30-RY06 不明 ND

30-RY07 オーストラリア 5.1

30-RY08 フランス ND

30-RY09 不明 ND

30-RY10 不明 ND

30-RY11 ドイツ、カナダ主体 ND

30-RY12 ドイツ、カナダ主体 ND

30-RY13 フランス ND

30-RY14 不明 ND

30-RY15 不明 0.9

30-RY16 不明 2.6

30-RY17 不明 ND

30-RY18 不明 ND

30-RY19 不明 ND

30-RY20 不明 0.08

30-RY21 ドイツ ND

30-RY22 ドイツ ND

30-RY23 不明 ND

30-RY24 ドイツ、カナダ主体 ND

30-RY25 長野県 ND

30-RY26 ドイツ ND

30-RY27 ドイツ ND
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サンプルID 原産国
STC

(μg/kg)

30-BA01 岩手県 ND

30-BA02 岩手県 ND

30-BA03 国内産 ND

30-BA04 国内産 ND

30-BA05 国内産 ND

30-BA06 岩手県 ND

30-BA07 国内産 ND

30-BA08 国内産 ND

30-BA09 九州 ND

30-BA10 国内産 ND

30-BA11 国内産 0.1

30-BA12 アメリカ、カナダ ND

30-BA13 アメリカ、カナダ ND

30-BA14 ニュージーランド ND

30-BA15 岡山県美作市産 ND

30-BA16 不明 ND

30-BA17 不明 ND

30-BA18 岩手県 0.1

30-BA19 国内産 ND

30-BA20 国内産 ND

            大麦加工品                    コーンフラワー 
 
 
 
 

 
 
 

  

サンプルID 産地
STC

(µg/kg)

30-CG01 オーストラリア ND

30-CG02 ND

30-CG03 アメリカ 0.03

30-CG04 アメリカ ND

30-CG05 ND

30-CG06 アメリカ ND

30-CG07 ND

30-CG08 ND

30-CG09 ND

30-CG10 ND

30-CG11 アメリカ ND

30-CG12 アメリカ ND

30-CG13 メキシコ ND

30-CG14 アメリカ ND

30-CG15 中国 ND

30-CG16 ND

30-CG17 アメリカ ND

30-CG18 アメリカ ND

30-CG19 アメリカ ND

30-CG20 アメリカ ND

30-CG21 アメリカ ND



31 
 

 
そば粉 

 

 

  

サンプルID 原産地
STC
（μg/kg）

30-SF01 北海道 ND

30-SF02 北海道 ND

30-SF03 0.4

30-SF04 ND

30-SF05 北海道 ND

30-SF06 秋田県 ND

30-SF07 長野県 ND

30-SF08 北海道 ND

30-SF09 国産 ND

30-SF10 国産 ND

30-SF11 国産 ND

30-SF12 福島県 ND

30-SF13 国産 ND

30-SF14 国産 ND

30-SF15 ND

30-SF16 北海道 ND

30-SF17 国産 ND

30-SF18 北海道 ND

30-SF19 秋田県 ND

30-SF20 北海道 ND

30-SF21 北海道 ND

30-SF22 国産 ND

30-SF23 輸入 0.6

30-SF24 北海道 ND

30-SF25 長野県 ND
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ホワイトソルガム 
 

 
 
 
 

 ビールは 30検体中 1件がアメリカからの輸入品で、その他は国産であった。
ワインは国産 15検体と輸入品 15検体の合計 30検体であった。ビールとワイン
中の STCは全て ND。 
  

サンプルID 産地
STC
（μg/kg）

30-WS01 アメリカ ND

30-WS02 不明 0.03

30-WS03 不明 ND

30-WS04 オーストラリア 0.04

30-WS05 アメリカ ND
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サンプルID 原産国
4,15-DAS

(µg/kg)

30-CG01 オーストラリア ND

30-CG02 0.39

30-CG03 アメリカ合衆国 ND

30-CG04 アメリカ合衆国 ND

30-CG05 0.25

30-CG06 アメリカ合衆国 0.18

30-CG07 0.37

30-CG08 1.17

30-CG09 0.45

30-CG10 0.79

30-CG11 アメリカ合衆国 0.25

30-CG12 アメリカ合衆国 ND

30-CG13 メキシコ 0.38

30-CG14 アメリカ合衆国 0.31

30-CG15 中国 0.46

30-CG16 0.32

30-CG17 アメリカ合衆国 0.33

30-CG18 アメリカ合衆国 0.50

30-CG19 アメリカ合衆国 0.42

30-CG20 アメリカ合衆国 0.55

30-CG21 アメリカ合衆国 0.38

別添-2 各試料における 4,15-4,15-DASの汚染濃度 
 
 NDは検出限界値未満、下線は検出限界値以上、定量限界値未満の値である。
各試料の検出限界値と定量限界値は表 3に示している。 
 

 
 

       コーンフラワー           ハト麦加工品 
 
 

  
サンプルID 原産地

4,15-DAS
(µg/kg)

30-HT01 不明 2

30-HT02 タイ 42

30-HT03 タイ 47

30-HT04 タイ 60

30-HT05 不明 4

30-HT06 中国 1

30-HT07 岩手県 ND

30-HT08 栃木県 ND

30-HT09 岩手県 ND

30-HT10 岩手県 ND

30-HT11 栃木県 ND

30-HT12 出雲市斐川町 1

30-HT13 岩手県 ND

30-HT14 栃木県 ND

30-HT15 岩手県 1

30-HT16 岩手県 2

30-HT17 タイ 10

30-HT18 国産 25

30-HT19 不明 34

30-HT20 ラオス 12

30-HT21 岩手県 ND

30-HT22 国産 ND

30-HT23 タイ 15

30-HT24 国産 11

30-HT25 不明 1
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ライ麦粉 
 

 
 
 

ホワイトソルガム 
  

サンプルID 原産地
4,15-DAS

(µg/kg)

30-RY01 ドイツ ND

   30-RY02 カナダ ND

30-RY03 不明 ND

30-RY04 不明 ND

30-RY05 ドイツ ND

30-RY06 不明 0.11

30-RY07 オーストラリア ND

30-RY08 フランス 0.17

30-RY09 不明 ND

30-RY10 不明 0.10

30-RY11 ドイツ、カナダ主体 ND

30-RY12 ドイツ、カナダ主体 0.10

30-RY13 フランス 0.11

30-RY14 不明 ND

30-RY15 不明 ND

30-RY16 不明 ND

30-RY17 不明 ND

30-RY18 不明 ND

30-RY19 不明 ND

30-RY20 不明 ND

30-RY21 ドイツ ND

サンプルID 原産地
4,15-DAS

(µg/kg)

30-SG01 アメリカ 0.8

30-SG02 不明 0.8

30-SG03 不明 0.09

30-SG04 オーストラリア ND

30-SG05 アメリカ ND
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ハト麦茶 

 

 

 
 

 国産小麦粉、輸入小麦粉、米及びそば粉（30-SG01-17を調査）については、
STCの調査と同じ品目であり、かつ 4,15-4,15-DASは検出されなかったので記
載はしない。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

サンプルID 原産地
4,15-DAS

(µg/kg)

30-HTT01 日本 ND

30-HTT02 富山県、島根県 ND

30-HTT03 日本 ND

30-HTT04 日本 ND

30-HTT05 鳥取県 ND

30-HTT06 日本 ND

30-HTT07 ND

30-HTT08 日本 ND

30-HTT09 中国、タイ ND

30-HTT10 島根県 ND

30-HTT11 島根県 ND

30-HTT12 熊本県 ND

30-HTT13 富山県 ND
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厚生労働科学研究費補助金 

（食品の安全確保推進研究事業） 

国際的に問題となる食品中のかび毒の安全性確保に関する研究 

平成 30 年度分担研究報告書 

分担研究者 渋谷 淳 東京農工大学大学院 農学研究院 動物生命科学部門 教授 

かび毒の発達神経毒性評価 

研究要旨  本研究は、発達神経毒性が懸念されているかび毒について、実験病理学的に発達

神経毒性影響を検討する。平成 30年度はステリグマトシスチン（Sterigmatocystin: STC）

について検討した。各群 12 匹の妊娠 SD ラットを用いて、妊娠 6日目から分娩後 21 日目ま

で母動物に対して 0、1.7、5.0、15.0 ppm の用量で混餌投与し、児動物について出生後 21

日目（離乳時）と 77 日目（成熟時）に解剖を行った。母動物では試験期間を通じて体重、

摂餌量および摂水量に変化は認められなかったが、剖検時には 15.0 ppm で肝臓の絶対重量

の低値を認めた。一方、児動物では、雌雄ともに対照群と STC 曝露群の間で体重と臓器重量

に差は認められなかった。雄児動物を対象とした海馬歯状回における神経新生への影響を解

析した結果、曝露終了時に 15.0 ppm で顆粒細胞層下帯における顆粒細胞系譜分化後期にあ

る神経前駆細胞の増殖抑制によるtype-2b前駆細胞〜未熟顆粒細胞の減少を特徴とする神経

新生障害と、それに対する修復性の反応として歯状回門における神経新生制御系である

CALB1 陽性および PVALB 陽性 GABA 性介在ニューロン数の増加を認めた。DNA 修復関連遺伝子

は発現増加を示し、神経新生部位での DNA 傷害が示唆された。一方、細胞周期関連遺伝子の

発現変動結果から、G1/S ないし G2/M チェックポイント機能の低下による代償性の増殖性の

反応が示唆された。コリン作動性入力に関連する受容体発現変動から、SGZ における細胞増

殖抑制やそれに対する代償性の増殖性の反応が示唆された。また、Bdnf は発現高値を示した

ことから、顆粒細胞から分泌された BDNF が PVALB+介在ニューロンの増数に機能して成熟時

における神経新生障害からの回復に寄与した可能性が示唆された。成熟後では、顆粒細胞系

譜の変化および GABA 性介在ニューロンの変化は消失したことから、STC の発達期曝露による

神経新生障害は可逆的であることが示唆された。児動物の神経新生障害に基づいた無毒性量

は母動物の摂取量で 5.0 ppm（0.34–0.85 mg/kg 体重/日）と判断された。 

 

A. 研究目的 

近年、農作物へのかび毒等自然毒の汚染が

国際的に深刻な問題となっており、かび毒の

国際的成分規格を設定する動きが活発にな

ってきている。かび毒の健康被害を防ぐには、

基準値策定が最も効果的であり、それに向け

た国際的取り組みがなされている。すでに近

年、木の実を対象とした総アフラトキシン、

穀物のオクラトキシン Aの新たな規格基準

が設定され、更にはフモニシン、デオキシニ

バレノールの毒性再評価が行われている。今

後さらに対象のかび毒が増えることが予想

される。このような状況にあって、輸入大国

の我が国としては、国際動向に準じた基準値

策定は急務であることから、我が国の食品中

のかび毒汚染実態および国民の曝露実態を

正確に把握する必要がある。また、輸入食品

を汚染するかび毒産生菌の種およびかび毒

産生を考慮に入れた予防対策を構築する必

要がある。 
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本研究では、神経毒性影響の懸念ないし報

告のあるかび毒を対象として、高感受性集団

である胎児・乳幼児を想定した神経発達に対

するリスク評価を目的とする。分担研究者ら

は、記憶や学習の中枢であり、生後もニュー

ロンを産生し続ける海馬歯状回に着目し、顆

粒細胞層下帯（SGZ）における顆粒細胞系譜

の各種分化指標と歯状回門に分布して顆粒

細胞の分化や移動を制御する介在ニューロ

ンの分布を検討することで、数々の神経毒性

物質が神経新生を障害することを見出して

いる。神経新生部位は、神経幹細胞の自己複

製、神経前駆細胞の増殖および分化（神経突

起伸展や髄鞘形成）、神経細胞移動などの神

経発生の全ての過程を含み、発達神経毒性を

検出できる可能性を示している。 

平成 30 年度は、Aspergillus 属の真菌に

より産生されるアフラトキシン B1の前駆物

質であり、酸化的 DNA 損傷誘発性と共に弱い

発がん性が報告されているかび毒であるス

テリグマトシスチン（Sterigmatocystin: 

STC）を評価対象とした。STC については日

本ならびにコーデックス委員会においても

食品中の基準値は策定されておらず、リスク

管理措置の検討のためより多くの毒性デー

タが必要とされている。そこで STC の発達期

神経毒性影響を明らかにすることを目的と

して母動物に混餌投与することにより、妊娠

6日目から分娩後 21 日目まで経胎盤、経乳

的に児動物に対して曝露させ、曝露終了時

（離乳時）ならびに出生後 77 日目（成熟時）

に解剖して神経新生に対する影響を検討し、

離乳時における影響ならびにその回復性を

評価することとした。 

 

B. 研究方法 

 妊娠 SDラット（妊娠 1日で入手、日本エ

スエルシー） を、一群あたり 12 匹ずつとし

て 4群に分け、STC を 0、1.7、5.0、15.0 ppm

の用量で妊娠 6日目から分娩後 21日目まで

混餌投与した。最高用量は、予備的に 0、6、

12 ppm を設定して母動物に対して混餌投与

した際に、12 ppm の児動物で PND 5～PND 12

にかけて、用量依存的な体重減少が認められ

たが、母動物には影響が認められなかったた

め、母動物への軽度な毒性とともに妊娠の維

持と児動物への重篤な毒性が出ないことが

期待される 15.0 ppm に設定した。STC の乳

汁移行に関して、生後 14 日目に予備試験の

12 ppm 投与群の児動物の胃から乳汁を採取

し、STC の濃度を LC-MS/MS 法により測定し

た（日本食品分析センター）。本実験では、

出生後 4日目に間引きを行い、各母動物（1

群： n=11；2 群： n=12；3、4 群： n=10）

に雄 6例、雌 2例を確保するよう児動物数を

調整した。投与期間中、一般状態は 1日 1回

観察し、体重、摂餌量および摂水量を週に 2

回の頻度で測定した。混餌飼料の調製は 1週

間を超えない頻度で行った。出生後 21 日目

（離乳時）に児動物の半数を解剖に供した。

各群 10～12 例の雄児動物を CO2/O2麻酔下で

4％paraformaldehyde (PFA)／0.1M リン酸

バッファーにより灌流固定を行った。各群雄

30～40 例、雌 11～18 例の児動物は CO2/O2麻

酔下で放血し、脳、肝臓、腎臓および肺重量

を測定後、脳はメタカーンもしくは 10%中性

緩衝ホルマリン液、その他の臓器は 10%中性

緩衝ホルマリン液にて固定した。PFA 灌流固

定脳については大脳の Bregma の後方約-3.5 

mm の 1 カ所で冠状割面を作製して、その前

後の対称面（2切面）が薄切面となるように

パラフィン包埋し、3 μm 厚の連続切片を作

製した。切片は、Table 1 に示した条件で以

下の各分子に対する抗体を用いて、DAB 発色

にて ABC 法（Vectastain ABC Elite kit、

Vector Laboratories）による免疫染色を行
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った。新生ニューロンの分化段階指標である

glial fibrillary acidic protein（GFAP）、

sex determining region Y (SRY)-box 2

（SOX2）、T-box brain 2（TBR2）、doublecortin

（DCX）、介在ニューロンの指標であるreelin

（RELN）、parvalbumin（PVALB）、

calbindin-D-28K（CALB1）、成熟ニューロン

の指標である neuronal nuclei (NeuN)、細

胞増殖活性の指標である proliferating 

cell nuclear antigen（PCNA）、アポトーシ

ス活性の指標である TUNEL の各免疫染色を

行った。GFAP、SOX2、TBR2、DCX、PCNA およ

び TUNEL 陽性細胞数については海馬歯状回

の顆粒細胞層下帯において単位長さ当たり

の陽性細胞数を算出した。一方、RELN、PVALB

および CALB1 陽性細胞数については、海馬歯

状回門における単位面積当たりの陽性細胞

数を算出した。なお、NeuN 陽性細胞数につ

いては、海馬歯状回 SGZ における単位長さ当

たりの陽性細胞数と、海馬歯状回門における

単位面積当たりの陽性細胞数の両方につい

て検討した。 

 母動物は分娩後 21 日に CO2/O2麻酔下で放

血し、脳、肝臓、腎臓、肺重量を測定後、10%

中性緩衝ホルマリン液にて固定した。 

 残り半数の児動物は出生後 77 日まで STC

を含まない通常飼料により飼育し、一般状態

を 1日 1回観察し、体重を週に 1回の割合で

測定した。出生後 77 日に各群 10～12 例の雄

児動物をCO2/O2麻酔下で4％PFA／0.1M リン

酸バッファーによる灌流固定を行った。各群

雌雄各 10～12 例の児動物は CO2/O2麻酔下で

放血し、脳、肝臓、腎臓、肺重量を測定後、

脳はメタカーンもしくは10%中性緩衝ホルマ

リン液、その他の臓器は 10%中性緩衝ホルマ

リン液にて固定した。 

 母動物の体重ならびに器官重量、摂餌量、

摂水量は母動物ごとに集計し、群平均および

標準偏差を算出した。児動物の体重および臓

器重量、免疫組織化学染色における陽性細胞

のカウント数については児動物の群平均な

らびに標準偏差を算出した。統計学的解析は、

体重、摂餌量、摂水量、臓器重量、免疫染色

における陽性細胞カウント値について、各群

の分散を Bartlett の方法で検定し、等分散

の場合は Dunnett、不等分散の場合は Steel

の方法により検定を行った。 

出生後 21日目および 77日目の 0並びに

15.0 ppm 群のメタカーン固定脳を用いて、

大脳の Bregma の後方約-2.2 mm の 2 mm 厚ス

ライスより海馬歯状回部分を採取し、RNeasy 

Mini Kit (Qiagen)を用いて total RNA を抽

出した。2 μgの total RNAから SuperScript® 

III Reverse Transcriptase（Life 

Technologies）を用いて cDNA を合成し、

real-time reverse-transcription 

polymerase chain reaction (RT-PCR; 

StepOnePlus Real-time PCR System、Life 

Technologies)により遺伝子発現解析を行っ

た。 

 

（倫理面への配慮） 

 投与実験は混餌投与が主体であり、動物の

苦痛を最小限に留めた。また、動物は全て

CO2/O2深麻酔下での灌流固定ならびに腹大

動脈および後大静脈からの放血により屠殺

し、動物に与える苦痛は最小限に留めた。ま

た、動物飼育、管理にあっては、国立大学法

人東京農工大学の実験取扱い倫理規定に従

った。 

 

C. 研究結果 

体重、摂餌量、摂水量： 

 母動物は、体重、摂餌量および摂水量に

STCの影響と思われる変化は認められなかっ

た（Fig. 1）。 
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また、児動物の体重も、曝露終了時および

成熟時ともに、STC の影響と思われる変化は

認められなかった（Fig. 2）。 

 

着床数、産仔数： 

着床数、産仔数に STC による影響は認めら

れなかった（Table 2）。 

 

臓器重量： 

 母動物は、15.0 ppm で肝臓の絶対重量が

高値を示した（Table 2）。児動物は、曝露終

了時と成熟時の剖検で、雌雄いずれの臓器重

量にも変化は認められなかった（Table 3）。 

  

免疫組織学的変化： 

 離乳時の雄児動物を対象とした脳海馬歯

状回における免疫染色の結果、SGZ において

DCX（type-2b, 3 神経前駆細胞～未熟顆粒細

胞）の陽性細胞数が 15.0 ppm 群で有意に減

少し（Fig. 3）、PCNA（細胞増殖指標）の陽

性細胞数が 15.0 ppm 群で有意に減少した

（Fig. 5）。また、歯状回門では、GABA 性

介在ニューロンであるCALB1およびPVALB陽

性細胞が15.0 ppm群で有意に増加した（Fig. 

4）。一方、成熟時の雄児動物を対象とした

海馬歯状回における免疫染色の結果、離乳時

の顆粒細胞系譜および介在ニューロンの変

化は全て回復した（Fig. 3, 4）。 

 

遺伝子発現解析： 

離乳時の雄児動物の海馬歯状回における

15.0 ppm での遺伝子発現解析の結果、神経

栄養因子をコードする Bdnf、細胞周期関連

遺伝子である Ccnd2、DNA 修復関連遺伝子で

ある Apex1 と Ercc1、およびアセチルコリン

受容体をコードする Chrna7 の発現増加を認

めた（Table 4）。一方、神経栄養因子受容体

をコードする Ntrk2、細胞周期関連分子をコ

ードするCdk1、Cdk2、Cdkn1a、Cdkn1b、Cdkn1c、

Cdkn2b、DNA 修復関連遺伝子である Brip1、

アセチルコリン受容体をコードする Chrnb2

およびドパミン受容体をコードする Drd2 の

発現減少を認めた。 

 

D. 考察 

 STCのラットに対する発達期曝露後の雄児

動物を対象とした海馬歯状回における免疫

組織化学的解析の結果、出生後 21日目で、

15.0 ppm において SGZ における顆粒細胞系

譜分化後期にある神経前駆細胞の増殖抑制

による type-2b前駆細胞〜未熟顆粒細胞の

減少を特徴とする神経新生障害と、それに対

する修復性の反応として海馬歯状回門にお

ける神経新生制御系である CALB1 陽性およ

び PVALB 陽性 GABA 性介在ニューロン数の増

加を認めた。 

 曝露終了時において、歯状回門における

GABA 性介在ニューロンのうち、PVALB 陽性細

胞と CALB1 陽性細胞の数が 15.0 ppm 群で増

加を示した。PVALB 陽性介在ニューロンは神

経前駆細胞、特に type-2 神経前駆細胞の分

化促進に機能することが知られていること

から 1) (Song et al., 2013)、type-3 神経前

駆細胞の数の回復のために増加していた可

能性がある。また、PVALB および CALB1 は

calcium-buffering protein とも呼ばれ、カ

ルシウムの恒常性を維持することにより、成

体神経新生に対して神経保護的に働くとさ

れている 2)（Verdaguer et al., 2015）。そ

のため、PVALB および CALB1 陽性細胞の増加

は、STC 発達期曝露による神経新生障害に対

する神経保護的機構を示している事が示唆

された。SGZ における免疫組織化学的解析で

PCNA 陽性細胞の減少を認めているものの、

遺伝子発現解析では、細胞周期関連遺伝子の

多くで細胞増殖に向かう方向での発現変動
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が認められたことから、STC 発達期曝露によ

って生じた神経新生における細胞増殖抑制

に対し、発達期曝露が終了する時期で代償性

の機序が作用して神経新生の回復性の変化

が始まっている可能性が示唆された。 

 曝露終了時の歯状回での遺伝子発現解析

において、0 ppm 対照群と 15.0 ppm 群の比

較において、DNA 修復関連遺伝子の Apex1 と

Ercc1 で発現の増加を認めたことから、STC

の発達期曝露により神経新生部位での DNA

傷害が示唆された。SGZ では PCNA 陽性細胞

数が 15.0 ppm で減少しており、STC により

type-2b から type-3 の増殖活性を示す神経

前駆細胞の細胞増殖が抑制されたものと考

えられた。一方、15 ppm の STC により、G1

期あるいは G2期の進行に機能するサイクリ

ン依存性キナーゼ（cyclin-dependent 

kinase; CDK）や細胞周期関連分子をコード

する遺伝子の発現が減少を示した。このこと

から、STC の曝露終了時では G1/S ないし G2/M

チェックポイント機能の低下が示唆され、減

少した神経前駆細胞の数を補うための増殖

性の反応が生じていることが示唆された。更

に、CDK に結合しこれを活性化する補助因子

であるサイクリンをコードするCcnd2が STC

曝露により発現増加していた。D型サイクリ

ンは、各種分裂促進因子（マイトジェン）な

どの刺激に呼応して発現し、CDK4 または 

CDK6 と結合し、その cyclin D-CDK4/6 複合

体は細胞周期の標的タンパク質をリン酸化

し、細胞周期を G1期から S期へと移行させ

る 3)（Malumbres & Barbacid, 2009）ことが

知られている。よって、Ccnd2 の発現増加も

同様に細胞増殖の抑制により減少した神経

細胞数を回復させるための恒常性維持機構

の変化をとらえたものと考えられた。15.0 

ppm群でアセチルコリン作動性入力の一部の

受容体遺伝子とドパミン作動性入力の受容

体遺伝子の発現減少を認めているが、どちら

も type-3 神経前駆細胞に入力し細胞増殖と

分化（樹状突起の伸長）に関与することが知

られている 4)（Campbell et al., 2010）こ

とから、STC 発達期曝露によるアセチルコリ

ン作動性およびドパミン作動性入力の減少

が、顆粒細胞系譜の中で分化後期にあたる細

胞の減少に関連した変動を示した可能性が

示唆された。具体的には、CHRNA7 と CHRNB2

はコリン作動性入力の投射を受ける海馬歯

状回のニューロンに発現する代表的なイオ

ンチャンネル型ニコチン作動性アセチルコ

リン受容体であり 5)（Kaneko et al., 2006）、

その中でCHRNB2はGABA性介在ニューロンに

発現しており、SGZ に分布する神経前駆細胞

の増殖に必須の役割を果たすことが知られ

ている 6)（Harrist et al., 2004）。ラット

の海馬歯状回では、外部からのコリン作動性

入力がCHRNB2を発現するGABA性介在ニュー

ロンを興奮させることが知られている 7) 

(Pitler and Alger, 1992)。本研究では、15 

ppm の STC 曝露により Chrnb2 の発現が低値

を示したことから、Chrnb2 を発現するいず

れかの GABA 性介在ニューロンの投射の抑制

により、SGZ における細胞増殖抑制を生じた

可能性がある。CHRNA7 は歯状回の顆粒細胞

や GABA 性介在ニューロンに発現することが

知られており、特に後者に強く発現して、SGZ

における顆粒細胞系譜の増殖や神経保護の

役割を担う 8) (Liu and Wu, 2006) 。本研究

では、15 ppm の STC 曝露により Chrna7 の発

現が高値を示したことから、Chrna7 を発現

するいずれかの GABA 性介在ニューロンの投

射の促進により、SGZ における細胞増殖抑制

に対して代償性の増殖シグナルを与えた可

能性がある。ドパミン作動性入力に関しては、

D2 受容体の活性化による海馬の神経新生の

促進に毛様体神経栄養因子 (CNTF)の関与が
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知られている 9) (Yang et al., 2008)。一方

で、D2 様ドパミン受容体のアゴニストは SGZ

の顆粒細胞系譜の増殖や分化に影響を与え

ないとの報告がある 10) (Takamura et al., 

2014)。更には、歯状回門のおける GABA 性介

在ニューロンは ChAT を発現しており 11) 

(Mahadik et al., 1988)、ラットに対して

D2 受容体のアンタゴニストであるハロペリ

ドールの投与により ChAT の発現を増加させ

るとの報告がある 12) (Levey et al., 1984)。

以上より、今後、Drd2 の発現減少について

はCNTFやChATとの関連で更なる検討が必要

であると考えられる。介在ニューロンはtrkB

受容体を発現しており 13) (Altar et al., 

1994)、その中で、PVALB+介在ニューロンは

歯状回の顆粒細胞から分泌される BDNF の刺

激に応じて増殖・分化を受けることが知られ

ている 14,15) (Danzer and McNamara, 2004; 

Waterhouse et al., 2012)。本研究では、15 

ppm の STC 曝露により Bdnf の発現が高値を

示したことは、顆粒細胞から分泌されたBDNF

が PVALB+介在ニューロンの増数に機能し、成

熟時における神経新生障害の回復に関連し

ているものと考えられた。 

 出生後 77 日目では、離乳時に認められた

顆粒細胞系譜の変化および歯状回門におけ

る GABA 性介在ニューロンの変化は消失した

ことから、STC の発達期曝露による神経新生

障害は可逆的であることが示唆された。 

 

E. 結論 

 乳児が曝露される可能性が高いかび毒の

発達神経毒性影響を評価することを目的と

して、ラットを用いた STC の発達期曝露実験

を行った。その結果、曝露終了時で、15.0 ppm

において SGZ における顆粒細胞系譜分化後

期にある神経前駆細胞の増殖抑制による

type-2b前駆細胞〜未熟顆粒細胞の減少を特

徴とする神経新生障害と、それに対する修復

性の反応として歯状回門における神経新生

制御系である CALB1 陽性および PVALB 陽性

GABA 性介在ニューロン数の増加を認めた。

DNA 修復関連遺伝子は発現増加を示し、神経

新生部位での DNA 傷害が示唆された。一方、

細胞周期関連遺伝子の発現変動結果から、

G1/S ないし G2/M チェックポイント機能の低

下による代償性の増殖反応が示唆された。コ

リン作動性入力に関連する受容体発現変動

から、SGZ における細胞増殖抑制やそれに対

する代償性の増殖性の反応が示唆された。ま

た、Bdnf は発現高値を示したことから、顆

粒細胞から分泌された BDNF が PVALB+介在ニ

ューロンの増数に機能して成熟時における

神経新生障害からの回復に寄与した可能性

が示唆された。成熟後では、顆粒細胞系譜の

変化および GABA 性介在ニューロンの変化は

消失したことから、STC の発達期曝露による

神経新生障害は可逆的であることが示唆さ

れた。児動物の神経新生障害に基づいた無毒

性量は母動物の摂取量で 5.0 ppm（0.34–0.85 

mg/kg 体重/日）と判断された。 
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地 聡美、吉田 敏則、小西 良子、渋谷 

淳：ステリグマトシスチンのラット発達

期曝露による海馬歯状回における神経

新生に対する影響、第35回日本毒性病理

学会総会及び学術集会、東京、第35回日

本毒性病理学会学術集会講演要旨集：

P-02、p.61、1月31-2月1日、2019 

 

H. 知的財産権の出願・登録状況 

1．特許取得 

  なし 
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2．実用新案登録 

  なし 

 

3. その他 

 なし 
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Figure 1. Body weight, food consumption and water consumption of dams given sterigmatocystin from GD 6 to 

PND 21 in the diet. (A) Body weight. (B) Food consumption. (C) Water consumption. 

(day) 

(day) 

(day) 
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Figure 2. Body weight of male and female offspring exposed to sterigmatocystin at postnatal day.  

(A) Male offspring. (B) Female offspring.  

 

 

(day) 

(day) 
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Table 1. Primary antibodies and experimental conditions used in immunohistochemistry 

Antigen Abbreviate

d name 

Host 

specie

s 

Clonality Clone 

number 

Dilutio

n 

Antigen retrieval 

condition 

Manufacturer 

Calbindin-D-28K CALB1 Mous

e 

Monoclonal 

IgG1 

CB-955 1:500 Microwaving, pH 

6.0 a) 

Merck KGaA 

(Darmstadt, 

Germany) 

Doublecortin DCX Rabbi

t 

Polyclonal 

IgG 

n.a. 1:1000 None Abcam Inc. 

(Cambridge, UK) 

Glial fibrillary 

acidic protein 

GFAP Mous

e 

Monoclonal 

IgG1 

GA5 1:200 None Merck KGaA 

Neuron-specific 

nuclear protein 

NeuN Mous

e 

Monoclonal 

IgG1 

A60 1:100 None Merck KGaA 

Parvalbumin PVALB Mous

e 

Monoclonal 

IgG1 

PARV-1

9 

1:1000 Microwaving, pH 

6.0 

Merck KGaA 

Proliferating cell 

nuclear antigen 

PCNA Mous

e 

Monoclonal 

IgG2a 

PC10 1:200 None Dako (Glostrup, 

Denmark) 

Reelin RELN Mous

e 

Monoclonal 

IgG1 

G10 1:1000 None Novus Biologicals, 

Inc. (Littleton, CO, 

USA) 

Sex determining 

region Y 

(SRY)-box 2 

SOX2 Mous

e 

Monoclonal 

IgG1 

9-9-3 1:4000 None Abcam Inc. 

T box brain 2 TBR2 Rabbi

t 

Polyclonal 

IgG 

n.a. 1:500 Autoclaving, pH 6.0 

b) 

Abcam Inc. 

a) Microwaving at 90 °C for 10 min in 10 mM citrate buffer (pH 6.0).  
b) Autoclaving at 121 °C for 10 min in 10 mM citrate buffer (pH 6.0). 
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Table 2. Reproductive and general parameters of dams given sterigmatocystin from GD 6 to PND 

21 

  Sterigmatocystin (ppm) 

 0 (Control) 1.7 5.0 15.0 

No. of dams examined 11 12 10 10 

Reproductive parameters     

No. of implantation sites 12.64 ±2.01a 12.08±1.62 10.90±2.33 11.91 ± 4.06 

No. of live offspring 11.82 ±2.44 10.83±1.90 10.20±2.04 12.70 ± 1.06 

General parameters on GD           

Mean body weight (g) 296.9 ±24.0 296.2±21.8 294.7±19.5 298.5 ± 18.6 

Food intake (g/animal/day) a 20.51 ±2.51 20.63±1.51 20.07±1.76 19.87 ± 1.71 

Water consumption (g/animal/day) a 36.46 ±5.88 35.76±4.19 34.16±3.60 35.76 ± 4.39 

General parameters on PND           

Mean body weight (g) 307.2 ±27.6 304.4±17.6 304.9±19.9 297.3 ± 17.3 

Food intake (g/animal/day) a 53.10 ±4.97 53.34±3.08 52.05±5.24 50.83 ± 2.65 

Water consumption (g/animal/day) a 76.18 ±9.89 77.14±8.74 74.53±9.75 77.58 ± 6.06 

Body and organ weights at PND 21           

  Body weight (g) 301.4 ±26.5 295.2±18.7 294.7±17.8 286.9 ± 16.6 

  Organ weight           

Brain weight Absolute (g) 1.91 ±0.06 1.90±0.10 1.92±0.09 1.90 ± 0.07 

 Relative (g/100g BW) 0.64 ±0.05 0.64±0.04 0.65±0.04 0.66 ± 0.04 

Liver weight Absolute (g) 15.19 ±1.52 14.11±1.22 14.50±1.23 13.89 ± 0.72* 

 Relative (g/100g BW) 5.05 ±0.39 4.78±0.23 4.87±0.25 4.82 ± 0.15 

Lung weight Absolute (g) 1.48 ±0.38 1.32±0.20 1.32±0.12 1.28 ± 0.16 

 Relative (g/100g BW) 0.49 ±0.11 0.45±0.07 0.44±0.04 0.44 ± 0.04 

Kidneys weight Absolute (g) 2.13 ±0.19 2.14±0.19 2.04±0.12 2.09 ± 0.16 

 Relative (g/100g BW) 0.71 ±0.04 0.72±0.04 0.69±0.02 0.72 ± 0.03 

Diacetoxyscirpenol intake (mg/kg BW/day)           

  GD, mg/kg body weight/day a  0  0.12±0.01 0.34±0.02 1.00 ± 0.07 

   PND, mg/kg body weight/day a  0  0.30±0.01 0.85±0.07 2.57 ± 0.15 

Mean ± SD.  

a Mean value of each week.  

Abbreviation: BW; body weight, GD; gestation day, PND; postnatal day. 

* Significantly different from the untreated controls (P<0.05, Dunnett's or Steel’s test). 
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Table 3. Body and organ weights at the prepubertal and terminal necropsies of offspring 

 Sterigmatocystin in diet (ppm) 
 0 (Control) 1.7 5.0 15.0 
Male offspring on PND 21     

No. of animals examined 11 12 10 10 
 Body weight (g) 58.95± 5.13a 56.93± 4.05 56.66± 4.33 55.34± 4.74 
 Organ weight         
  Brain Absolute (g) 1.56± 0.04 1.56± 0.03 1.56± 0.03 1.56± 0.04 

   
Relative (g/100g 
BW) 

2.72± 0.24 2.75± 0.18 2.77± 0.22 2.83± 0.22 

  Liver Absolute (g) 2.42± 0.21 2.33± 0.22 2.45± 0.24 2.31± 0.21 

   
Relative (g/100g 
BW) 

4.18± 0.23 4.08± 0.16 4.32± 0.16 4.18± 0.13 

  Lung Absolute (g) 1.00± 0.25 1.03± 0.23 0.96± 0.32 0.93± 0.20 

   
Relative (g/100g 
BW) 

1.72± 0.42 1.80± 0.36 1.67± 0.48 1.68± 0.38 

  Kidneys Absolute (g) 0.65± 0.06 0.66± 0.05 0.64± 0.07 0.62± 0.05 

   
Relative (g/100g 
BW) 

1.12± 0.04 1.15± 0.04 1.13± 0.06 1.13± 0.03 

Female offspring on PND 21     
No. of animals examined 11 12 10 10 

 Body weight (g) 54.53± 9.27 56.06± 4.50 56.25± 3.64 53.47± 4.68 
 Organ weight         
   Brain  Absolute (g) 1.47± 0.12 1.52± 0.04 1.52± 0.05 1.50± 0.05 

   
Relative (g/100g 
BW) 

2.75± 0.38 2.72± 0.21 2.72± 0.22 2.83± 0.21 

   Liver Absolute (g) 2.23± 0.22 2.18± 0.22 2.30± 0.20 2.23± 0.25 

   
Relative (g/100g 
BW) 

4.17± 0.68 3.89± 0.13 4.09± 0.21 4.16± 0.15 

  Lung Absolute (g) 0.70± 0.19 0.74± 0.12 0.76± 0.19 0.72± 0.19 

   
Relative (g/100g 
BW) 

1.30± 0.31 1.32± 0.13 1.36± 0.32 1.36± 0.34 

  Kidneys Absolute (g) 0.61± 0.09 0.62± 0.05 0.64± 0.06 0.61± 0.06 

   
Relative (g/100g 
BW) 

1.13± 0.13 1.11± 0.03 1.13± 0.05 1.14± 0.06 

Male offspring on PND 77     
No. of animals examined 11 12 10 10 

 Body weight (g) 441.56± 27.44 455.14± 27.74 457.84± 18.13 444.88± 31.75 
 Organ weight         
   Brain  Absolute (g) 2.12± 0.07 2.12± 0.04 2.11± 0.03 2.11± 0.11 

   
Relative (g/100g 
BW) 

0.48± 0.03 0.47± 0.03 0.46± 0.02 0.48± 0.04 

  Liver Absolute (g) 18.96± 1.84 19.21± 2.05 19.75± 1.20 19.37± 2.36 

   
Relative (g/100g 
BW) 

4.29± 0.24 4.21± 0.27 4.32± 0.25 4.35± 0.37 

  Lung Absolute (g) 2.00± 0.64 1.94± 0.42 2.41± 0.49 1.90± 0.14 

   
Relative (g/100g 
BW) 

0.45± 0.12 0.43± 0.09 0.53± 0.11 0.43± 0.04 

  Kidneys Absolute (g) 2.79± 0.22 2.75± 0.20 2.86± 0.17 2.71± 0.20 
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Relative (g/100g 
BW) 

0.63± 0.05 0.61± 0.03 0.63± 0.05 0.61± 0.04 

Female offspring on PND 77     
No. of animals examined 11 12 10 10 

 Body weight (g) 277.14± 25.31 273.01± 28.11 270.77± 19.06 279.41± 19.65 
 Organ weight         
   Brain  Absolute (g) 1.96± 0.06 1.98± 0.05 1.98± 0.06 1.98± 0.08 

   
Relative (g/100g 
BW) 

0.71± 0.05 0.73± 0.07 0.73± 0.05 0.71± 0.04 

   Liver Absolute (g) 10.29± 1.14 9.96± 1.43 9.59± 1.05 10.40± 0.71 

   
Relative (g/100g 
BW) 

3.71± 0.19 3.64± 0.25 3.54± 0.22 3.73± 0.13 

  Lung Absolute (g) 1.29± 0.13 1.38± 0.16 1.57± 0.40 1.30± 0.17 

   
Relative (g/100g 
BW) 

0.47± 0.05 0.51± 0.04 0.58± 0.13 0.47± 0.04 

  Kidneys Absolute (g) 1.77± 0.20 1.71± 0.15 1.71± 0.16 1.72± 0.13 

   
Relative (g/100g 
BW) 

0.64± 0.04 0.63± 0.03 0.63± 0.04 0.62± 0.03 

Abbreviations: BW, body weight; PND, postnatal day. 
a Mean ± SD.  
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Figure 3. Distribution and number of immunoreactive cells for neuronal stage-defining markers of granule cell lineages in 

the subgranular zone (SGZ), and a mature neuronal marker in the granule cell layer (GCL) of the hippocampal dentate 

gyrus of male PND 21 and PND 77 offspring exposed to sterigmatocystin. (A) Glial fibrillary acidic protein (GFAP) in the SGZ, 

arrowheads indicate immunoreactive cells. (B) Sex determining region Y (SRY)-box 2 (SOX2) in the SGZ. (C) T box brain 2 

(TBR2) in the SGZ. (D) Doublecortin (DCX) in the SGZ. (E) Neuron-specific nuclear protein (NeuN) in the GCL. Representative 

images from 0 ppm control and the 15.0 ppm group at PND 21 are shown. Magnification: 400×; bar = 50 μm. Graphs show the 

number of immunoreactive cells/unit length (mm) of the SGZ or GCL of the bilateral sides. Values are expresse4,15-DAS mean + 

SD. N = 10/group.  * Significantly different from the untreated controls (P<0.05, Dunnett's or Steel’s test).
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Figure 4. Distribution and number of immunoreactive cells for interneuronal markers and a 

mature neuronal marker in the hilus of the hippocampal dentate gyrus of male PND 21 and PND 77 

offspring exposed to sterigmatocystin. (A) Reelin (RELN). (B) Parvalbumin (PVALB). (C) 

Calbindin-D-28K (CALB1). (D) Neuron-specific nuclear protein (NeuN). Representative images from 0 

ppm control and the 15.0 ppm group at PND 21 are shown. Magnification: 200×; bar = 100 μm. Graphs 

show the number of immunoreactive cells/unit area (mm2) of the hilus of bilateral hemispheres. Values 

are expresse4,15-DAS the mean + SD. N = 10/group. 

* Significantly different from the untreated controls (P<0.05, Dunnett's or Steel’s test).
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Figure 5. Distribution and number of apoptotic and proliferating cells in the SGZ of the 

hippocampal dentate gyrus of male PND 21 and PND 77 offspring exposed to sterigmatocystin. (A) 

Proliferating cell nuclear antigen (PCNA). (B) Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick-end 

labeling (TUNEL). Representative images from 0 ppm control and the 15.0 ppm group at PND 21 are 

shown. Magnification: 400×; bar = 50 μm. Graphs show the number of immunoreactive cells/unit length 

(mm) of the SGZ of the bilateral sides. Values are expresse4,15-DAS the mean + SD. N = 10/group. 

* Significantly different from the untreated controls (P<0.05, Dunnett's or Steel’s test). 
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Table 4. Transcript levels in the hippocampal dentate gyrus of PND 21 offspring exposed to 

sterigmatocystin 

 Sterigmatocystin in diet (ppm) 
 0 (Control)  15.0 
 Relative transcript level normalized to  Relative transcript level normalized to 
 Gapdh Hprt  Gapdh Hprt 

No. of animals examined 6 6  6 6 
Neurotrophin-related genes 
 Bdnf 1.08± 0.47 1.03 ± 0.28  2.07± 0.18** 1.49± 0.12** 
 Ntrk2 1.02± 0.22 1.00 ± 0.08  0.98± 0.25 0.70± 0.15** 
Cell cycle regulators 
 Ccnd2 1.08± 0.42 1.06 ± 0.35  1.98± 0.40** 1.41± 0.23 
 Cdk1 1.06± 0.38 1.03 ± 0.29  0.81± 0.47 0.57± 0.31* 
 Cdk2 1.03± 0.25 1.01 ± 0.15  1.10± 0.28 0.78± 0.16* 
 Cdkn1a 1.03± 0.26 1.02 ± 0.24  0.52± 0.27** 0.37± 0.18** 
 Cdkn1b 1.02± 0.21 1.00 ± 0.10  0.91± 0.24 0.65± 0.15** 
 Cdkn1c 1.02± 0.25 1.02 ± 0.19  0.88± 0.18 0.63± 0.10** 
 Cdkn2b 1.02± 0.19 1.00 ± 0.06  1.09± 0.23 0.78± 0.12** 
 Cdkn2c 1.02± 0.22 1.01 ± 0.11  1.16± 0.34 0.82± 0.19 
DND repair-related genes 
 Apex1 1.02± 0.23 1.00 ± 0.05  1.32± 0.18* 0.94± 0.08 
 Brip1 1.02± 0.20 1.01 ± 0.17  1.14± 0.24 0.81± 0.12* 
 Chek1 1.15± 0.61 1.10 ± 0.49  1.35± 0.62 0.97± 0.43 
 Ercc1 1.01± 0.18 1.01 ± 0.15  1.32± 0.27* 0.94± 0.13 
Cholinergic receptors 
 Chrna7 1.03± 0.25 1.00 ± 0.09  1.75 ± 0.23** 1.26± 0.17** 
 Chrnb2 1.01± 0.11 1.01 ± 0.15  0.84 ± 0.14* 0.60± 0.08** 
Dopaminergic receptor 
 Drd2 1.09± 0.46 1.08 ± 0.41  0.45± 0.43* 0.32± 0.29** 

Abbreviations: Apex1, apurinic/apyrimidinic endonuclease 1; Bdnf, brain-derived neurotrophic factor; 

Brip1, BRCA1 interacting protein C-terminal helicase 1; Ccnd2, cyclin D1; Cdk1, cyclin-dependent 

kinase 1; Cdk2, cyclin-dependent kinase 2; Cdkn1a, cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (P21); Cdknb1, 

cyclin-dependent kinase inhibitor 1B; Cdkn1c, cyclin-dependent kinase inhibitor 1C (P57); Cdkn2b, 

cyclin dependent kinase inhibitor 2B; Cdkn2c, cyclin dependent kinase inhibitor 2C; Chek1, checkpoint 

kinase 1; Chrna7, cholinergic receptor, nicotinic, alpha polypeptide 7; Chrnb2, cholinergic receptor, 

nicotinic, beta polypeptide 2 (neuronal); Drd2, dopamine receptor D2; Ercc1, excision repair 

cross-complementing rodent repair deficiency, complementation group 1; Gapdh, glyceraldehyde 

3-phosphate dehydrogenase; Hprt, hypoxanthine phosphoribosyl transferase; Ntrk2, neurotrophic tyrosine 

kinase, receptor, type 2. 
a Mean ± SD. *P < 0.05, **P < 0.01, significantly different from 0 ppm control by the Student’s t-test or 

Aspin-Welch’s t-test. 
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厚生労働科学研究費補助金 
（食品の安全確保推進研究事業） 

 
分担研究報告書 

培養によらないかび毒産生菌種検出法の開発 
 
 

研究分担者 小西 良子  （麻布大学） 
研究協力者 小林 直樹  （麻布大学） 
研究協力者 渡辺 麻衣子 （国立医薬品食品衛生研究所） 
 

 
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。 
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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
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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 



66 
 

 

 
 
A. 
 

 

 

 
 
B. 
 

 

 

 

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． 
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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. 
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