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国内流通食品に検出されるカビ毒に対する安全性確保の方策の確立に資する研究 

 

研究代表者 吉成 知也  （国立医薬品食品衛生研究所） 

 

研究要旨 

 カビ毒は、カビが感染した農作物中に産生され、カビ毒に汚染された食品により、急性的な中毒

症状や慢性的な摂取によるガンの発症などが引き起こされる。これまで厚生労働科学研究において、

平成 13 年度より様々なカビ毒について日本に流通する食品における汚染実態や毒性に関する研究

を行い、カビ毒に汚染された食品の摂取の低減を目的とした施策策定の科学的根拠となるデータを

取得し、食の安全性確保に貢献してきた。 

 本研究事業は、カビ毒に関して二つのテーマに取り組む。一つ目のテーマが基準値設定に係るカ

ビ毒の分析法に関する研究で、オクラトキシン A（OTA）とデオキシニバレノール（DON）の同時

分析法の開発を行った。小麦からの抽出液を多機能イムノアフィニティーカラムで精製し、

LC-MS/MSで両カビ毒の定量を行う分析法を考案した。その分析法の妥当性を評価するために、国

内の 8 分析機関による多機関共同試験を実施した結果、添加回収試験と自然汚染検体の分析結果の

いずれも事前に設定したクライテリアを満たした。さらに、小麦、ライ麦及び大麦中の OTA測定用

の ELISAキットの性能評価を行った。4種のキットについて、添加回収試験を行った結果、そのう

ち 2種が小麦中の OTAスクリーニングに適応性の高いキットであることが確認された。 

 二つ目のテーマが新興カビ毒として国際的に注目を浴びているモニリフォルミン（MON）に関す

る研究である。まずは、食品中の MON の汚染実態調査を行うための分析法の開発を行った。5 倍

量の 85%アセトニトリル水溶液による 3 回抽出を行い、陰イオン交換カートリッジで精製後に

HPLC で定量する方法を採用し、その性能評価のために、麦類と米を用いて添加回収試験を行った

結果、回収率は 83.7～105.2%の範囲内に収まり、良好であった。この分析法を用い、来年度以降汚

染実態調査を実施する。続いて、マウスにおける毒性試験を実施した結果、単回投与試験において

は高用量群で死亡例や腎臓の尿細管の壊死が、14日間の反復投与試験においても再生尿細管がみら

れるといった腎臓への影響が認められた。これらの結果より、MON はマウスに対して急性の致死

毒性と腎毒性を示すことが明らかとなった。さらに、産生菌の情報を応用した MON 汚染食品の探

索を行うための第一段階として、Fusarium属菌のMON産生性をスクリーニングする SSA培地で

のアッセイ系を確立した。その系を用いて保存株の MON 産生性を調べた結果、日本の様々な地域

で分離された Fusarium属菌においてMON産生性が確認された。 
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A. 研究目的 

 カビ毒は、カビが感染した農作物中に産生さ

れ、カビ毒に汚染された食品の摂取により急性

的な中毒症状や慢性的な摂取によるがんの発症

などが引き起こされる。これまで厚生労働科学

研究において、平成 13年度より様々なカビ毒に

ついて日本に流通する食品における汚染実態や

毒性に関する研究を行い、カビ毒に汚染された

食品の摂取低減を目的とした施策策定の科学的

根拠となるデータを取得し、食の安全性確保に

貢献してきた。 

 デオキシニバレノール（DON）は、主に穀類

に検出されるカビ毒で、食品中の健康危害物質

として国際的に認知されており、多くの国・地

域で規制が行われている。我が国においては、

令和 3 年 7 月に小麦（玄麦）中の DON に対し

て規格基準が設定された。オクラトキシン A

（OTA）は、麦類、種実類、豆類を汚染するカ

ビ毒で、発がん性や腎毒性を有することが知ら

れている。平成 26年の薬事・食品衛生審議会食

品衛生分科会食品規格部会において、基準値設

定の議論がなされ、コーデックス委員会で基準

が定められている小麦等について、当該規格に

準じて基準値を検討することが了承されている。

今後、OTAの基準値が設定された場合、輸入検

疫においてDONに加えOTAの検査も実施する

必要が生じ、現場の負担の増加が懸念されてい

る。そこで本研究においては、小麦における

DONとOTAの同時分析法の開発と多機関共同

試験を実施し、妥当性の確認された DON と

OTAの同時分析法を開発し、公定法の候補とし

て提唱する。また、OTAの効率的な検査のため

のスクリーニング法の検討を合わせて実施し、

公定法として採用可能かを判断するデータを得

る。 

 一方で、近年新興カビ毒と呼ばれる新たな概

念が提唱されている。発見は数十年前であり、

当時は健康危害物質として認知されていなかっ

たものの、近年の分析法の発展によって食品を

汚染していることが明らかになってきたカビ毒

の総称である。モニリフォルミン（MON）は、

新興カビ毒に分類される化合物で、平成 29年に

公表された欧州食品安全機関（EFSA）の評価

結果において、実験動物に対して致死毒性を示

すこと、様々な穀類に検出されることが公表さ

れ、国際的な関心が高まっており、さらなる情

報の収集が望まれている。そこで本研究におい

ては、MON の日本人の健康に対するリスクは

どの程度見込まれるかを判断し、将来的に規格

基準を設定する必要があるかを議論する根拠と

なるデータを得るために、食品中の MON の分

析法の開発、マウスにおける毒性評価、MON

汚染の原因となる因子の解明を行う。本研究が

研究対象とするカビ毒の化学構造を図 1 に示し

た。 

 

B. 研究方法 

（１）基準値設定に係るカビ毒の分析法に関す

る研究 

①DONと OTAの同時分析法の開発 

 小麦破砕物 25 gに抽出溶媒（水、アセトニト

リル及びメタノール混合比 2：1：1）200 mL

を加え、振盪抽出した。抽出物の一部（約 40 mL）

を 50 mL 容遠心チューブに移して遠心分離

（3,000 rpm、10分間）し、上清を抽出液とし

た。抽出液 10.0 mLを 50 mL容のメスフラス

コにとり、標線までリン酸緩衝液を加え良く混

合した。ガラス繊維ろ紙でろ過後、ろ液 20.0 mL

をイムノアフィニティーカラム（IAC）に注入

した。カラムを精製水 3 mLで 6回洗浄後、溶

出液（メタノール及び酢酸混合比 98:2）3 mL

でカビ毒を溶出した。溶出液を乾固後、HPLC

注入液（水、アセトニトリル及び酢酸混合比

70:30:1）1.0 mL にて再溶解後、質量分析器に

より DONと OTAを定量した。 

 国内の 8 分析機関において、小麦を用いた添
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加回収試験用の 2検体（DON 200 µg/kgと OTA 

1 µg/kg及びDON 1,000µg/kgとOTA 5 µg/kg）

と自然汚染小麦 3 検体を配布し、上述の分析法

に従って DONと OTAの定量を行った。得られ

た定量値から回収率、併行相対標準偏差（RSDr）

及び室間再現性標準偏差（RSDR）を算出し、

AOACが公表するガイドラインに記載されたク

ライテリアを満たすかどうかを評価した。 

②OTAの簡易分析法の検討 

 OTA非汚染の小麦、ライ麦又は大麦の破砕物

に、OTA 標準品を終濃度 2、5 又は 10 µg/kg

となるよう添加した検体を調製した。4 種の

OTA 測定用の ELISA キット（NEOGEN 

Corporation社製 Veratox ochratoxin A、Romer 

Labs社製 AgraQuant Ochratoxin ELISA test、

Meizheng 社製 ToxinFast Grains and Feed 

Mycotoxin Ochratoxin A ELISA Test Kit 及び

r-Biopharm社製 RIDA screen Ochratoxin A）

について、それぞれのキットのプロトコールに

従い、添加検体からの OTAの抽出及び検出を行

い、回収率を算出し、キットの性能評価を行っ

た。 

 

（２）新興カビ毒MONに関する研究 

①穀類を対象とした分析法の開発 

 穀類破砕物 5 g に対し、抽出溶媒（アセトニ

トリル及び水混合比 85:15）25 mLによる抽出

を 3回行った。抽出液 22.5 mLを窒素気流によ

り乾固後、メタノールに懸濁し、平衡化した陰

イオン交換カートリッジに負荷した。カートリ

ッジを洗浄後、イオンペア剤を用いて MON を

溶出した。イオンペア剤を添加した移動相を用

いた HPLC法により、溶出液中のMONを定量

した。MON 非汚染の小麦、ライ麦、ハト麦、

玄米及びコーンに、終濃度 50、300 又は 2,000 

µg/kg となるよう MON を添加した検体を用い

た添加回収試験により、分析法の性能を評価し

た。 

②マウスを用いた毒性評価 

 ICR マウスを用いた単回投与試験については、

MON を 20、40 及び 80 mg/kg 体重の用量で、

各群 5 匹のマウスに経口投与を行い、急性的な

毒性を観察した。14日間反復投与試験について

は、急性毒性試験の結果を参考にして、MON

を 0、20及び 40 mg/kg 体重の用量で各群 3匹

のマウスに経口投与を行った。投与期間中は、

一般状態、体重、摂餌量の測定を行い、投与期

間終了後には、血液検査、器官重量の測定、病

理組織学的検査（肝臓、脾臓、腎臓、肺、副腎、

胸腺、心臓、胃、腸管、精巣、脳、骨髄）を実

施した。 

③産生菌の情報を応用した MON 汚染食品の探

索 

 Potato dextrose broth （ PDB 培 地 ：

Sigma-Aldrich）、Sucrose salt asparagine液体

培地（SSA培地）および Czapek-dox 液体培地

（CZ培地：Difco）の 3種類の液体培地で、MON

産生性の比較検討を行った。MON 産生性を有

する可能性のある菌株を PDA 斜面培地に接種

し、25℃・暗条件で 1週間前培養を行った。そ

れぞれの液体培地を 200 mL 三角フラスコに

100 mL ずつ分注し、そこに前培養した

Fusarium 菌株を接種し、25℃・暗条件で最長

で 28日間静置培養した。7日間ごとに培養液を

150 µL回収してMON産生量を測定し、経時的

に産生量を観察した。分取した培養液をメタノ

ール 1 mLと混合し、25℃・3,000 rpmで 5分

間遠心分離した。その後、平衡化した Agilent 

SAXカラムに通液し、カラム内を洗浄して、吸

着させた MON を 1.5 mL のイオンペア剤で溶

出し、HPLCで分析した。 

 最も MON 産生量の高かった培地を用い、

Fusarium属保存株計 28菌株を接種して培養し、

25℃・暗条件で 28 日間静置培養した。その後

培養液中のMONを定量分析し、各菌株のMON

産生性として評価した。 
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C. 研究結果 

（１）基準値設定に係るカビ毒の分析法に関す

る研究 

①DONと OTAの同時分析法の開発 

DONとOTAを同時に精製可能な市販の固相

カラムと IACを入手し、DONと OTAの標準品

を添加した小麦検体を用いた添加回収試験を行

い、性能評価を行った。その結果、Perkin Elmer

社製のMaxSignal 4in1+のみで良好な結果が得

られたことから、今回開発する同時分析法にお

ける精製カラムとして採用した。さらに、回収

率を向上させるため、抽出溶媒の検討を行い、

メタノール：アセトニトリル：水（混合比 1：1：

2）の混液が、DON と OTA の抽出に最適であ

ることを見出した。開発した分析法の妥当性を

評価するために、国内の 8 分析機関の協力を得

て、多機関共同試験による妥当性の評価を行っ

た。その結果、添加回収試験においては、DON

の回収率は 97.0～98.3%の範囲内、OTAの回収

率は 83.8～90.3%の範囲内であった。また、

DON濃度 209.9、435.6及び 1540.3 µg/kg、OTA

濃度 2.5、7.4及び 15.0 µg/kgのそれぞれ 3濃度

の自然汚染小麦を用いた試験においては、室間

再現性標準偏差は 12.2～31.0%の範囲内であっ

た。 

②オクラトキシン Aの簡易分析法の検討 

 3濃度（2、5、10 µg/kg）の OTAを添加した

検体を用いてそれぞれのキットの回収率を調べ

た結果、r-Biopharm社製キットで最も良好な結

果が得られ、小麦、ライ麦及び大麦とも 3 種の

添加濃度における回収率は、88-127%の範囲内

であった。次に良好な結果が得られたのが

Meizheng 社製キットで、大麦における回収率

はやや高めであったが、小麦とライ麦では 3 種

の添加濃度における回収率は、94-150%の範囲

内であった。小麦における回収率は、Neogen 社

製キットで 35-69%、Meizheng社製キットでは

126-150%、r-Biopharm社製キットで 87-127%

の範囲内であった。Romer Labs 社製キットで

は、妨害物質のためか発色ができなかった。 

 

（２）新興カビ毒MONに関する研究 

①穀類を対象とした分析法の開発 

開発した分析法の性能を評価するために、麦

類と米を用いて添加回収試験を行った。その結

果、MONを 50又は 300 µg/kg添加した小麦に

おける回収率の平均値は、それぞれ 104.2 又は

105.2%であった。ライ麦、ハト麦、玄米及び玄

米を用いた添加回収試験においても同様の回収

率が得られた。 

②マウスを用いた毒性試験 

 単回投与試験においては、投与後 1~2時間に

80 mg/kg投与群の 1例で死亡、3例で瀕死状態

が認められ、概略の LD50値は 68.1 mg/kgであ

った。病理組織学的検査の結果、40 mg/kg投与

群の 3 例及び 80 mg/kg 投与群の 2 例で皮質深

部を中心とした近位尿細管の壊死、80 mg/kg投

与群の 3 例でうっ血といった被験物質の投与に

起因すると考えられる変化が腎臓に認められた。 

 14日間反復投与試験においては、腎臓に被験

物質の投与に起因すると考えられる変化が認め

られ、20 mg/kg投与群の 1例及び 40 mg/kg投

与群の全例で皮質深部を中心に再生尿細管が認

められた。 

③産生菌の情報を応用した MON 汚染食品の探

索 

 CZ 培地と PDB 培地では、いずれも SSA 培

地での培養像と比較して菌体の生育性は著しく

低く、培養液中のMONは非検出であった。SSA

培地で培養した F. subglutinans IFM50097で

は培養 7日目で 1.8 mg/kg、14日目で 8.1 mg/kg、

21日目で 18.1 mg/kg、28日目で 26 mg/kgの

MON 産生が認められた。F. proliferatum 

IFM50127 では培養 7 日目で 1.7 mg/kg、培養

14日目で 5.2 mg/kg、培養 21日目で 10.9 mg/kg、
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培養 28日目で 16.7 mg/kgのMONの産生が認

められた。 

 保存していた Fusarium 属菌 28株を SSA培

地で 3 週間または 6 週間培養し、培養液中の

MON産生量を調べた。今回供試した 28株中で

は、6 週間の培養期間終了後までに、沖縄県サ

ト ウ キ ビ 畑 土 壌 由 来 の F. proliferatum 

IFM50127、北海道小麦畑土壌由来の F. 

tricinctum IFM50055および沖縄県土壌由来の

F. suglutinans TSY0645の 3株がMON産生性

を有した。これら 4 株以外の菌種ではいずれも

MONの産生は認められなかった。 

 

D. 考察 

（１）基準値設定に係るカビ毒の分析法に関す

る研究 

小麦中のDONとOTAの同時分析法の開発に

ついて、多機関共同試験の結果で得られたパラ

メーターは、全て AOACが公表するクライテリ

アを満たしていたことから、妥当性が示された。

ただ、今回開発したイムノアフィニティーカラ

ムを用いた精製法は、カラムの価格が高いこと

や操作が煩雑といった欠点がある。次年度は、

安価で精製操作が容易な多機能カラムを使用し

た分析法を開発し、妥当性を検証することとす

る。 

OTAを対象にして、現時点において日本で入

手可能な市販 ELISA キット 4 種を用いて、そ

の適応性を検討した。そのために、OTA非汚染

大麦、小麦、ライ麦を用いた添加回収試験を行

い、回収率を評価した Cut off値を 2 µg/kgと想

定し、各製品の結果を評価すると、2 種のキッ

トはスクリーニングに適さないと考えられた。1

種のキットでは、大麦における回収率は高い値

であったが、小麦、ライ麦では許容範囲であっ

た。もう 1 種のキットでは、3 種の麦類いずれ

においても回収率は 85%以上であり、想定 cut 

off値で安定した測定が可能と考えられた。 

 

（２）新興カビ毒MONに関する研究 

穀類中の MON の分析法について検討を行っ

た。これまでの報告では、抽出には水又はアセ

トニトリル水溶液、精製には陰イオン交換カー

トリッジや多機能カラムを用いた方法が主に用

いられている。定量は、HPLC 又は質量分析器

が用いられるが、移動相にイオンぺア剤やラン

タン、分離カラムにHILICカラムを用いること

により、MON の保持を高める工夫が成されて

いる。これらの報告を参考にし、分析法の検討

を行った結果、抽出には 85%アセトニトリル水

溶液を用いることとした。水による抽出では、

水溶性の成分が多く抽出され、MON の精製が

困難となった。また、抽出を 3 回行うことで、

回収率が大きく向上した。精製には陰イオン交

換カートリッジを用い、HPLC にはイオンぺア

剤を加えて、C18カラムを分離に用いた。HILIC

カラムでは、ピーク形状が悪く、再現性のある

保持時間が得られなかった。添加回収試験によ

る性能評価により、良好な結果が得られたこと

から、来年度以降はこの分析法を用いて汚染実

態調査を実施する。 

毒性試験については、単回投与試験の結果で

求められた LD50値は 68.1 mg/kgであり、過去

に 0、10、20、40及び 80 mg/kgの投与量で実

施されたマウスを用いた MON の単回経口投与

毒性試験における LD50値 47.6 mg/kgと概ね一

致した結果が得られた。引き続いて実施された

14日間反復投与試験では、単回投与試験の結果

を基に 40 mg/kg を最高用量として設定して、

動物試験を実施した。MON 投与の影響と考え

られる変化として、単回投与試験では腎臓の皮

質深部を中心とした近位尿細管の急性尿細管壊

死が認められ、これに対する反応性変化として、

14 日間反復投与試験では再生尿細管が認めら

れたものと考えられた。マウスにおける MON

の毒性標的臓器は、腎臓である可能性が示唆さ
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れたが、単回投与毒性試験で認められた急性尿

細管壊死が MON 投与後の全身性ショック時の

有効循環血量の低下に起因する虚血性の皮質壊

死に相当するのか、あるいは、MON の腎尿細

管における代謝の際生じる活性中間代謝産物等

の毒性に起因するかどうかについては、今後検

討をする必要がある。 

産生菌の情報を応用した新興カビ毒汚染食品

の探索については、Fusarium 属菌の MON 産

生性をスクリーニングする SSA 培地でのアッ

セイ系の確立に成功した。さらに、この系を使

用して、鹿児島県および沖縄県に分布する F. 

subglutinans や F. proliferatum および北海道

に分布するF. tricinctumでMONの産生性が確

認されたことから、産生株は国内では北海道か

ら沖縄までの広い気候帯に分布し、少なくとも

鹿児島県や沖縄県産サトウキビおよび北海道産

小麦は MON による汚染のリスクがあることが

確認された。 

 

E. 結論 

（１）基準値設定に係るカビ毒の分析法に関す

る研究 

 小麦からの抽出液を多機能イムノアフィニテ

ィーカラムで精製し、LC-MS/MSで定量を行う

DONと OTAの同時分析法を開発した。その分

析法の妥当性を評価するために、国内の 8分析

機関による多機関共同試験を実施した。その結

果、添加回収試験と自然汚染検体の分析結果の

いずれも事前に設定したクライテリアを満たし

た。以上より、開発した分析法は、小麦中の DON

と OTAの同時分析に使用可能であることが示

された。 

4 種類の市販 ELISA キットを用いて、大麦、

小麦、ライ麦を用いた添加回収試験を行い、そ

の適応性を検討した。その結果、2種類のキッ

トについて、小麦への適応性が示された。今後

は、自然汚染麦類を用いて LC-MS/MSによる分

析値との相関性を明らかにして、スクリーニン

グテストに取り入れることが可能かを明らかに

していく必要がある。 

 

（２）新興カビ毒MONに関する研究 

穀類中の MON の分析法を開発した。単一試

験室による添加回収試験で性能を評価した結果、

いずれの食品種における回収率も事前に設定し

たクライテリアを満たした。この結果より、開

発した分析法は MON の汚染実態調査に用いる

ことが可能と考えられた。 

マウスにおける毒性試験を実施した結果、単

回投与試験においては高用量群で死亡例や腎臓

の尿細管の壊死が、14日間の反復投与試験にお

いても再生尿細管がみられるといった腎臓への

影響が認められた。これらの結果より、MON

はマウスに対して急性の致死毒性と腎毒性を示

すことが明らかとなった。 

食品における MON 汚染の原因を解明するた

めの第一段階として、Fusarium 属菌の MON

産生性をスクリーニングする SSA 培地でのア

ッセイ系を確立した。今後、この系を用いた調

査を継続することによって、日本国内で流通す

る食品における MON 産生菌の分布実態に関す

る情報を蓄積し、食品に MON 汚染をもたらす

因子を解明する。 
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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 

 

カビ毒の分析法の開発と汚染実態調査 

 

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 

 デオキシニバレノール（DON）については、小麦において基準値 1.0 mg/kgが設定されている。

今後、オクラトキシン A（OTA）についても小麦等について基準値の設定を検討することが予定さ

れている。小麦中の DONと OTAの分析については、両者で抽出溶媒の組成、精製カラム、分析機

器が異なっている。そのため、OTAの基準値が設定された場合、同じ検体に対し、DONに加え OTA

の検査も新たに実施する必要が生じ、現場の負担の増加が懸念されている。そこで、本研究におい

ては小麦における DONと OTAの同時分析法を開発した。小麦からの抽出液を多機能イムノアフィ

ニティーカラムで精製し、LC-MS/MS で定量を行う DON と OTA の同時分析法を考案した。その

分析法の妥当性を評価するために、国内の 8分析機関による多機関共同試験を実施した。その結果、

添加回収試験と自然汚染検体の分析結果のいずれも事前に設定したクライテリアを満たした。以上

より、開発した分析法は、小麦中の DONと OTAの同時分析に使用可能であることが示された。 

 モニリフォルミン（MON）は、新興カビ毒に分類される化合物で、2017 年に公表された欧州食

品安全機関（EFSA）の評価結果において、実験動物において致死毒性を示すこと、様々な穀類に

検出されることが公表され、国際的な関心が高まっており、さらなる情報の収集が望まれている。

そこで本研究は、日本に流通する食品における MON の汚染実態を調べ、MON の日本人における

ばく露量を推定することを目的とした。MON の分析については、既報の方法を改良し、5 倍量の

85%アセトニトリル水溶液による 3回抽出を行い、陰イオン交換カートリッジで精製後にHPLCで

定量する方法を開発した。分析法の性能を評価するために、穀類と米を用いて添加回収試験を行っ

た結果、回収率は 83.7～105.2%の範囲内に収まり、良好であった。開発した分析法により、国内に

流通する小麦粉における MON 汚染を調べた結果、国産小麦由来の製品において、50.0%の陽性率

でMONが検出された。 

研究協力者 

佐藤 英子 川崎市健康安全研究所 

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 

福光 徹  神奈川県衛生研究所 

大脇 進治 （一財）食品分析開発センター   

       SUNATEC 

森田 剛史 （一財）日本穀物検定協会 

村山 智史  （一財）日本穀物検定協会 

下山 晃  （一財）日本食品検査 

中村 歩  （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 
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A. 研究目的 

 世界的に汚染頻度が高く、健康被害が予測さ

れるカビ毒は、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

ックス委員会で規格策定が行われている。日本

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。 

 日本においては、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（DON）、

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に対して規制が行われている。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（OTA）やフモニシンに関しては、

これまでの厚生労働科学研究で汚染実態調査が

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タイプ A

トリコテセン系化合物（T-2 トキシン、HT-2ト

キシン及び 4,15-ジアセトキシスシルペノール）、

ゼアラレノン（ZEN）、ステリグマトシスチン及

びエンニアチン類についても汚染実態調査を行

った 1,2)。これらカビ毒の汚染実態の情報は、

JECFAにおいてリスク評価がなされる際に活

用され、国際機関へ貢献するとともに、日本に

おいてリスク管理を行う必要性を議論するため

の根拠データとしても活用され、行政施策に直

接貢献する。 

 本事業は、DON、OTA 及びモニリフォルミ

ン（MON）を研究対象とする。DON は、

Fusarium garaminearumなどの麦類の赤カビ

病の原因となるカビによって産生されるカビ毒

で、世界中の穀類において汚染が認められる。

日本においては、2022年 4月 1日より小麦につ

いて DON の規格基準 1.0 mg/kg が適用される

こととなった。それに先立ち、2021 年 9 月 30

日に DON の試験法が通知された。85%アセト

ニトリル水溶液により DON を抽出後、多機能

カラムによる精製を行い、HPLC 又は質量分析

器を用いて定量を行う。OTA は、Aspergillus

属やPenicillium属により産生されるカビ毒で、

種実類、豆類や穀類での汚染が問題となってい

る。コーデックス委員会や EUにおいては、OTA

の最大基準値が設定されているが、日本におい

ては飼料、食品ともに設定されていない。これ

まで厚生労働科学研究によって 2004～2009 年

度の 6 年間に亘って国内に流通する食品につい

ての汚染実態調査が実施された。その結果、麦

類やその加工品、カカオ製品、コーヒー豆など

から OTAの検出が認められた 3)。それら汚染実

態調査や毒性試験の結果を踏まえ、食品安全委

員会により日本における OTA 汚染によるリス

ク評価（自ら評価）が実施され、発がん性に関

する TDI 15 ng/kg 体重/日が設定された。この

ような背景を受け、2014年の薬事・食品衛生審

議会食品衛生分科会食品規格部会において、基

準値設定の議論がなされ、コーデックス委員会

で基準が定められている小麦等について、当該

規格に準じて基準値を検討することが了承され

ている。OTAの汚染実態調査では、60%アセト

ニトリル水溶液により抽出後、イムノアフィニ

ティーカラムによる精製を行い、HPLC で定量

を行う分析法が用いられた。対象は同じ麦類で

あるが、DON と OTA の分析法は全く異なり、

今後 OTAの基準値が設定された場合、輸入検疫

においてDONに加えOTAの検査も実施する必

要が生じ、現場の負担の増加が懸念されている。

そこで、本研究においては小麦における DON

と OTA の同時分析法を開発することとした。

2022年度には、イムノアフィニティーカラムに

よって DON と OTA を精製し、LC-MS/MS に

よって同時定量を行う分析法の妥当性を多機関

共同試験によって評価した。 

 MONは、Fusarium avenaceumやFusarium 

subglutinansなどの植物病原性真菌により産生
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されるカビ毒で、麦類やトウモロコシにおいて

検出される。分子量が 98と他のカビ毒と比較し

て小さく、水溶性が非常に高いという物性を有

する。ラットに投与すると致死毒性を示す（LD50 

19-25 mg MON/kg 体重）ことが報告されてい

るが、詳細な毒性機構は明らかにされていない。

EFSAによるリスク評価が行われ、2017年にそ

の結果が公表されたことを受け、ヒトの健康に

対する新たな危害要因の一つとして国際的な関

心が高まっている 4)。そこで本研究においては、

MON が日本人の健康に対してリスクを有する

かを判断し、将来的に規格基準を設定する必要

があるかを議論する根拠となるデータを得るこ

とを目的とする。2022年度には、穀類を対象と

した分析法の開発を行った。 

 

B. 研究方法 

（１）DONと OTAの同時分析法 

 小麦破砕物 25.0 g に抽出溶媒アセトニトリ

ル：メタノール：水（1：1：2）200 mLを加え、

30分間振盪することで抽出を行った。振盪後の

試料と抽出溶媒の混合物のうち、約 40 mL を

50 mL容遠心チューブに移して遠心分離（1,410 

g、10分間）し、抽出液を分離した。 

 精製にはイムノアフィニティーカラム

（PerkinElmer社製MaxSignal IAC 4-in-1 ア

フラトキシン B1/ZEN/DON/OTA Combo）を用

いた。抽出液 10.0 mLを 50 mL容のメスフラ

スコにとり、標線まで PBSを加え混合した。ガ

ラスロートにガラス繊維ろ紙をセットし、希釈

した抽出液を全てろ過した。イムノアフィニテ

ィーカラムに、アダプターを取り付けたリザー

バーを連結し、ろ液 20.0 mLを添加した。全て

のろ液を通過させたのち、リザーバーを取り除

き、カラムに精製水 3 mLを加え、排出させる

操作を 6 回繰り返すことによりカラムの洗浄を

行った。カラム内の残った水分を、アダプター

を取り付けたシリンジで通気し、除去した。ガ

ラス試験管をカラムの下に置き、メタノール：

酢酸（49：1）1 mLをカラムに注入し、自然落

下で DONと OTAを溶出させた。溶出液が全て

通過してから 5 分後、メタノール：酢酸（49：

1）2 mLをカラムに注入した。アダプターを取

り付けたシリンジでカラム担体内の溶媒を押し

出した。窒素気流により溶出液を乾固後、残渣

をアセトニトリル：水：酢酸（30：70：1）1.0 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 Swift C18 HP  

          2.1×150 mm, 3 m 

 カラム温度：40 °C 

 移動相：A  0.1%ギ酸水溶液 

     B  0.1%ギ酸含有アセトニトリル 

 分離条件： 0分  A：B = 90：10 

             6分 A：B = 10：90 

             9.5分まで保持 

 流速：0.2 mL/分 

 注入量：5 L 

MS 

  イオン化：ESI positive 

  モニタリングイオン： 

DON 297 [M+H]+ > 249, 203 

    OTA 404 [M+H]+ > 239, 102 

 

（２）多機関共同試験 

 添加回収試験用の試料については、日本国内

で購入した全粒粉のうち、DONと OTAが不検

出であったものを混合して調製した。3 種の自

然汚染試料のうち、2種は Trilogy社が販売して

いるオクラトキシンA用の管理標準試料（Batch 

Code 121201(13.1B)と 121205(5.5B)）を購入し、

それぞれ自然汚染検体 No.1 及び No.2 とした。

もう 1種（No.3）は、日本国内で購入したデュ

ラム小麦の全粒粉を用いた。自然汚染試料は、
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配布前に一元分散分析による均一性の確認を行

った。各試料から 25.0 g を 10 検体量り取り、

さらにそれぞれの検体から 10.0 g を分取し、8

倍量の抽出溶媒を加え、上述の方法で精製を行

った後、DONと OTAを定量した。 

 国内の 8 分析機関にそれぞれ以下のものを配

付し、プロトコールに従った分析を依頼した。 

・DONと OTA不検出の小麦玄麦破砕物 200 g 

・自然汚染小麦 30 g 計 6 袋（No.01、02、03

を 2袋ずつ） 

・DON標準品アセトニトリル溶液（100 mg/L）

1 mL（検量線作成用） 

・OTA標準品トルエン：酢酸（98：2）溶液（10 

mg/L）1 mL（検量線作成用） 

・3種の DON添加回収試験溶液 0、20及び 100 

mg/Lの濃度のアセトニトリル溶液約 0.6 mLを

入れたガラス製バイアル小瓶を 2 つずつ。濃度

は未記載で番号のみ記した。 

・3種の OTA添加回収試験溶液 0、100及び 500 

µg/L の濃度のトルエン：酢酸（98：2）溶液約

0.6 mLを入れたガラス製バイアル小瓶を2つず

つ。濃度は未記載で番号のみ記した。 

・イムノアフィニティーカラム 14本 

 

 多機関共同試験の結果の判断には、コーデッ

クス委員会が公表する手順書に記載のクライテ

リアを参照した。各検体における回収率と室間

再現性標準偏差（RSDR）のクライテリアを表 1

に示した。HorRat 値のクライテリアは 2 以下

であることとした。 

 

（３）MONの分析法 

 抽出は、試料 5 gにアセトニトリル：水（85：

15）25 mLを加え、15分間振盪することで行っ

た。遠心分離（470 g、10 分間）により抽出液

を分離し、三角フラスコに回収した。沈殿にア

セトニトリル：水（85：15）25 mLを加え、同

じ抽出操作を行った。再度、沈殿にアセトニト

リル：水（85：15）25 mLを加え、抽出操作後

に遠心分離（1410g、10 分間）により抽出液を

分離し、計 3回の抽出液を合わせた。抽出液 22.5 

mL をガラス容器に移し、窒素気流により乾固

後、2 mLのメタノールに懸濁した。抽出液から

の MON の精製には強陰イオン交換（SAX）カ

ートリッジ（Agilent社製 Bond Elut LRC SAX 

500 mg）を用いた。メタノール 2 mL、水 2mL

及び 0.1Mリン酸水溶液 2 mLで平衡した SAX

カートリッジにメタノール懸濁液を全量添加し

た。ガラス溶液をメタノール 2 mL で洗浄後、

洗浄液をカラムに添加した。0.1Mリン酸水溶液

2 mLと 10%アセトニトリル水溶液 2 mL でカ

ートリッジを洗浄後、減圧して残留する液体を

除去した。3.5%硫酸水素テトラブチルアンモニ

ウム含有 0.2M リン酸二水素カリウム水溶液

（pH7.0）1.5 mLで溶出したものを試験溶液と

した。 

 添加回収試験については、精製水に溶解した

MON の標準溶液（1 mg/mL）を精製水で適宜

希釈し、試料中の終濃度が小麦、ライ麦、玄米

については、50又は 300 µg/kg、はと麦とコー

ンについては、50、300 又は 2,000 µg/kg とな

るよう添加し、30分間放置後に抽出を行った。 

 

 ＜HPLCの測定条件＞ 

カラム：InertSustainSwift C18 

        4.6×250 mm, 5 m 

カラム温度：30 °C 

移動相：水、7%硫酸水素テトラブチルアンモニ 

    ウム含有 0.4Mリン酸二水素カリウム 

    水溶液（pH7.0）と アセトニトリルの 

    混液（92：1：8） 

 分離時間：50分 

 流速：1.0 mL/分 

 注入量：100 L 

 

（４）MONの汚染実態調査 
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 国産小麦由来の小麦粉 40 件と海外産小麦由

来の小麦粉 41件を神奈川県内の小売店から、又

はオンラインで販売されているものを入手した。

上述の「MON分析法」により、各検体中のMON

濃度を測定した。平均値は、検出限界値（ND）

未満の値を 0として算出した。 

 

C. 研究結果 

（１）DONと OTAの同時分析法の多機関共同 

   試験 

 自然汚染試料の均一性については、計 20検体

の分析結果を用いた一元分散分析により、いず

れの試料においても均一と判断された。自然汚

染試料 No.1、No.2及びNo.3の DON濃度の平

均値は、それぞれ 435.6 µg/kg、209.9 µg/kg及

び 1,540.3 µg/kg、OTA 濃度の平均値は、それ

ぞれ 15.0 µg/kg、7.4 µg/kg及び 2.5 µg/kgであ

った。 

 DONと OTAの各機関の測定値、平均値、回

収率の平均値、併行相対標準偏差（RSDr）、室

間再現性標準偏差（RSDR）及び HorRatを表 2

と表 3 にそれぞれ示した。添加回収試験におけ

る DONの回収率は、97.0～98.3%、RSDrは 2.5

～3.3%、RSDRは 8.3～10.1%、HorRat は 0.4

～0.5の範囲に収まった。3種の自然汚染試料の

DON濃度の平均値は、それぞれ 380.0 µg/kg、

191.5 µg/kg及び 1436.3 µg/kgであった。RSDr、

RSDR及びHorRatは、それぞれ2.2～8.4%、12.2

～16.9%及び 0.6～0.8 の範囲に収まった。添加

回収試験における OTA の回収率は、83.8～

90.3%、RSDr は 3.1～3.7%、RSDR は 16.0～

19.7%、HorRatは 0.7～0.9の範囲に収まった。

3種の自然汚染試料の OTA濃度の平均値は、そ

れぞれ 15.6 µg/kg、7.5 µg/kg及び 2.6 µg/kgで

あった。RSDr、RSDR及び HorRat は、それぞ

れ 11.7～26.7%、21.3～31.0%及び 1.0～1.4 の

範囲に収まった。 

 

（２）MONの分析法の開発 

 既報の方法 5)を改良した分析法により、MON

の精製と定量を行った。85%アセトニトリル水

溶液で 3 回抽出を行い、抽出液を強陰イオン交

換カートリッジで精製後にイオンペア剤を移動

相に添加したHPLCで定量を行った。性能評価

のために実施した添加回収試験の結果を表 4 に

示した。5 種の食品種に 2 又は 3 種の添加濃度

で MON を添加した検体からの MON の回収率

は、83.7～105.2%の範囲内に収まり、標準偏差

は 7.6%以下であった。 

 

（３）国内流通小麦粉を対象としたMONの 

   汚染調査 

 国産小麦由来の小麦粉 40 件と海外産小麦由

来の小麦粉 41件の調査結果を表 5、個別の製品

における検出濃度を表 6、7及び 8に示した。小

麦粉（国産）における陽性率は 50.0%、平均値

は 22.6 µg/kg、最大濃度は 198 µg/kgであり、

小麦粉（海外産）における陽性率は 14.6%、平

均値は 3.1 µg/kg、最大濃度は 36.3 µg/kgであっ

た。 

 

D. 考察 

（１）DONと OTAの同時分析法の多機関共同 

   試験 

 DONと OTAの同時分析法を開発するにあた

り、まずは精製用のカラムを探索した。操作の

簡便さから、固相抽出カラムを最初に検討した

が、用いた 3 種のいずれにおいても DON の回

収率が 50%、OTA の回収率が 70%程度と十分

な回収率が得られなかったことから、検討を中

止した。次に DONと OTAを含む複数種のカビ

毒を同時に精製可能な多機能イムノアフィニテ

ィーカラムを検討した。予備検討において、

DONとOTAともに 90%以上の回収率が得られ

た MaxSignal 4-in-1 を多機関共同試験に用い

ることとした。 
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 国内の 8 分析機関において、2 種の添加検体

と 3種の自然汚染検体を分析した結果、回収率、

RSDR、RSDr及び HorRat はいずれも事前に設

定したクライテリアを満たした。この結果より、

小麦から DONと OTAをメタノール、アセニト

リルと水の混液で抽出し、多機能イムノアフィ

ニティーカラムによる精製後に LC-MS/MS で

定量を行う分析法の妥当性が示された。ただ、

OTA の 5 µg/kg 添加検体の分析結果において、

Laboratory No.5 と 8 における回収率が、クラ

イテリアの下限に近い値であったこと、さらに、

OTAの自然汚染検体No.2の RSDrが AOACが

公表するクライテリア（10 µg/kg で 21%以下）

を上回った。このことより、OTAの分析におい

て、分析機関によっては回収率がクライテリア

を下回るといった問題が生じる可能性が考えら

れた。また、イムノアフィニティーカラムを用

いた精製法は、コストが高いことや操作が煩雑

といった欠点もある。次年度は、安価で精製操

作が容易な多機能カラムを使用した分析法を開

発し、妥当性を検証することとする。 

 

（２）MONの分析法の開発及び汚染実態調査 

 穀類中の MON の分析法については、様々な

方法が報告されている 6)。抽出には水又はアセ

トニトリル水溶液、精製には陰イオン交換カー

トリッジや多機能カラムを用いた方法が主に用

いられている。定量は、HPLC 又は質量分析器

が用いられるが、移動相にイオンぺア剤やラン

タン、分離カラムにHILICカラムを用いること

により、MON の保持を高める工夫が成されて

いる。これらの報告を参考にし、分析法の検討

を行った結果、抽出には 85%アセトニトリル水

溶液を用いることとした。水による抽出では、

水溶性の成分が多く抽出され、MON の精製が

困難となった。また、抽出を 3 回行うことで、

回収率が大きく向上した。精製には陰イオン交

換カートリッジを用い、HPLC の移動相にイオ

ンぺア剤を加えて、C18カラムを分離に用いた。

HILICカラムでは、ピーク形状が悪く、再現性

のある保持時間が得られなかった。開発した分

析法の性能を単一試験室による添加回収試験で

評価した結果、いずれの食品種における回収率

もコーデックス委員会が公表する手順書に記載

のクライテリア（80-110%）を満たした。この

結果より、開発した分析法により MON の汚染

実態調査を行うこととした。 

 今年度は小麦粉のみの調査を行った。国産と

海外産で MON の汚染レベルに大きな違いがあ

り、平均値は国産が海外産の約 7 倍であった。

海外産の検体における検出濃度は、定量限界値

（10 µg/kg）～40 µg/kgの範囲であったが、国

産では40 µg/kgを超えて検出された検体が散見

された。ドイツとオランダにおける報告による

と、収集された小麦粉 22検体中 1検体からのみ

10.6 µg/kgのMONが検出され、ノルウェーの

報告においては、収集された小麦からは最大

950 µg/kgと高い濃度のMONが検出された 5,6)。

以上から、MON の汚染は地域差が大きい可能

性が考えられる。次年度は、開発した分析法を

用いてより多くの食品種における MON 汚染を

調べる。 

 

E. 結論 

 小麦からの抽出液を多機能イムノアフィニテ

ィーカラムで精製し、LC-MS/MSで定量を行う

DONと OTAの同時分析法を開発した。その分

析法の妥当性を評価するために、国内の 8分析

機関による多機関共同試験を実施した。その結

果、添加回収試験と自然汚染検体の分析結果の

いずれも事前に設定したクライテリアを満たし

た。以上より、開発した分析法は、小麦中の DON

と OTAの同時分析に使用可能であることが示

された。 

 MONの分析については、既報の方法を改良

し、5倍量の 85%アセトニトリル水溶液による
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3回抽出を行い、陰イオン交換カートリッジで

精製後にHPLCで定量する方法を開発した。分

析法の性能を評価するために、麦類と米を用い

て添加回収試験を行った結果、回収率は 83.7～

105.2%の範囲内に収まり、良好であった。国内

に流通する小麦粉におけるMON汚染を調べた

結果、国産小麦粉由来の製品において、50.0%

の陽性率でMONが検出された。 
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表 1 多機関共同試験の結果を評価するクライテリア 

 

   A）添加回収試験 

 

 
 

 

 

 

   B）自然汚染試料 

 

 
  

200 1000 1.0 5.0

回収率（％） 80-110 80-110 60-115 60-115

室間再現性
標準偏差
（％）

< 32 < 32 < 44 < 44

OTADON

添加濃度 (µg/kg)

DON OTA

No.1 < 32 < 44

No.2 < 32 < 44

No.3 < 22 < 44

自然汚染試料

室間再現性標準偏差の
クライテリア（％）
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表 2  多機関共同試験の結果（DON） 

 

A）添加回収試験 

 
 

B）自然汚染試料 

 
  

Laboratory No.1 < 6.0 < 6.0 212.3 204.1 1057.2 1026.6

Laboratory No.2 6.0 6.7 214.9 206.4 1006.1 1070.8

Laboratory No.3 < 6.0 6.0 200.6 190.4 932.8 971.0

Laboratory No.4 < 6.0 6.6 168.3 170.8 820.2 826.2

Laboratory No.5 < 6.0 < 6.0 191.7 190.9 989.4 1016.4

Laboratory No.6 < 6.0 < 6.0 209.1 209.6 1025.2 1043.9

Laboratory No.7 < 6.0 6.5 207.9 217.7 1083.2 1018.7

Laboratory No.8 < 6.0 < 6.0 158.3 162.8 959.9 890.3

Mean (g/kg)

Mean recovery (%)

Repeatability relative SD [RSDr,%]

Reproducibility relative SD [RSDR,%]

HorRat

193.9

97.0

982.8

2.5

98.3

3.3

10.1 8.3

0.5 0.4

200 g/kg 1,000 g/kg0 µg/kg

Spiked sample (µg/kg)

Laboratory No.1 439.4 437.1 211.6 204.2 1549.6 1560.5

Laboratory No.2 377.5 440.9 229.0 220.6 1597.2 1591.0

Laboratory No.3 405.5 376.9 201.8 192.5 1364.1 1386.8

Laboratory No.4 287.2 207.5 160.1 135.7 1070.5 1069.5

Laboratory No.5 422.9 420.1 193.9 195.7 1588.0 1583.1

Laboratory No.6 348.4 404.9 205.4 211.0 1548.9 1490.1

Laboratory No.7 427.5 385.5 165.7 200.4 1472.1 1365.9

Laboratory No.8 349.1 349.2 174.5 161.0 1379.7 1364.1

Mean (g/kg)

Mean recovery (%)

Repeatability relative SD [RSDr,%]

Reproducibility relative SD [RSDR,%]

HorRat 0.8 0.6 0.6

- - -

380.0 191.5 1436.3

8.4

16.9

6.2 2.2

12.213.6

No.1

Naturally contaminated sample (µg/kg)

No.2 No.3
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表 3  多機関共同試験の結果（OTA） 

 

A）添加回収試験 

 
 

B）自然汚染試料 

 
  

Laboratory No.1 < 0.2 < 0.2 1.1 1.1 5.4 5.1

Laboratory No.2 0.2 0.2 0.9 1.0 4.8 5.1

Laboratory No.3 < 0.2 < 0.2 1.0 1.0 4.6 4.8

Laboratory No.4 < 0.2 < 0.2 0.8 0.8 3.7 3.7

Laboratory No.5 < 0.2 < 0.2 0.7 0.7 3.0 3.1

Laboratory No.6 < 0.2 < 0.2 1.1 1.0 4.6 4.6

Laboratory No.7 < 0.2 < 0.2 1.0 0.9 4.0 4.1

Laboratory No.8 < 0.2 < 0.2 0.8 0.8 3.3 3.1

Mean (g/kg)

Mean recovery (%)

Repeatability relative SD [RSDr,%]

Reproducibility relative SD [RSDR,%]

HorRat

16.0 19.7

0.7 0.9

0.9

90.3

4.2

3.7

83.8

3.1

1.0 g/kg 5,0 g/kg0 µg/kg

Spiked sample (µg/kg)

Laboratory No.1 20.9 17.3 12.1 7.0 2.8 3.3

Laboratory No.2 21.8 18.4 10.0 7.3 3.2 2.9

Laboratory No.3 17.3 21.8 9.3 8.2 3.1 2.5

Laboratory No.4 13.7 14.7 5.9 5.8 2.3 3.0

Laboratory No.5 10.9 12.0 4.1 7.4 1.8 2.0

Laboratory No.6 15.0 16.1 9.2 9.8 3.3 3.2

Laboratory No.7 13.7 13.7 4.7 8.9 2.5 2.0

Laboratory No.8 10.1 12.8 5.2 4.8 1.9 2.1

Mean (g/kg)

Mean recovery (%)

Repeatability relative SD [RSDr,%]

Reproducibility relative SD [RSDR,%]

HorRat

31.0 21.3

1.1 1.4 1.0

7.5 2.6

11.8

- - -

26.7 11.7

15.6

24.2

Naturally contaminated sample (µg/kg)

No.1 No.2 No.3
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表 4  MON の分析法の性能評価のための添加回収試験の結果 

 

 
                                 (n=4) 

  

平均値 標準偏差

50 105.2 4.3

300 104.2 2.8

50 89.6 4.9

300 86.3 0.8

2,000 83.7 1.3

50 97.8 7.6

300 104.4 1.6

50 94.2 5.6

300 100.8 2.8

50 98.9 2.7

300 102.6 1.7

2,000 101.3 1.4

添加濃度
（µg/kg）

回収率（%）

はと麦

コーン

小麦

ライ麦

玄米

食品種
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表 5  国内に流通する小麦粉におけるMON汚染の実態 

 

 
  

検体数 陽性数
陽性率
（%）

平均値
（µg/kg）

最大値
（µg/kg）

国産 40 20 50.0 22.6 198

海外産 41 6 14.6 3.1 36.3
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表 6  小麦粉（国産）におけるMON汚染濃度 

 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                            ND：10µg/kg未満 

  

サンプルID 原産地
MON

(μg/kg)

33-JWF01 北海道 36.6

33-JWF02 北海道 18.2

33-JWF03 北海道 ND

33-JWF04 北海道 22.5

33-JWF05 北海道 98.2

33-JWF06 北海道 51.9

33-JWF07 国産 ND

33-JWF08 北海道 ND

33-JWF09 北海道 17.8

33-JWF10 国産 18.6

33-JWF11 国産 22.2

33-JWF12 国産 ND

33-JWF13 岩手県 ND

33-JWF14 国産 35.4

33-JWF15 北海道 113.5

33-JWF16 滋賀県 ND

33-JWF17 九州産 ND

33-JWF18 北海道 ND

33-JWF19 北海道 198.1

33-JWF20 北海道 ND

サンプルID 原産地
MON

(μg/kg)

34-JWF01 北海道 ND

34-JWF02 北海道 32.3

34-JWF03 岩手県 ND

34-JWF04 北海道 ND

34-JWF05 北海道 40.4

34-JWF06 国内産 ND

34-JWF07 北海道 ND

34-JWF08 国産 ND

34-JWF09 国産 ND

34-JWF10 北海道 15.8

34-JWF11 北海道 43.3

34-JWF12 岩手県 14.3

34-JWF13 国内 22.4

34-JWF14 国産 ND

34-JWF15 国産 40.7

34-JWF16 北海道 ND

34-JWF17 国産 ND

34-JWF18 北海道 ND

34-JWF19 北海道 29.9

34-JWF20 北海道 30.5
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表 7  小麦粉（海外産）におけるMON汚染濃度-1 

 

  
 

                             ND：10µg/kg未満 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

サンプルID 原産地
MON

(μg/kg)

32-FWF01 フランス ND

32-FWF02 不明 ND

32-FWF03 イタリア ND

32-FWF04 不明 ND

32-FWF05 北米他 ND

32-FWF06 北米他 ND

32-FWF07 フランス ND

32-FWF08 アメリカ他 ND

32-FWF09 北米他 ND

32-FWF10 フランス 19.3

32-FWF11 カナダ、アメリカ主体 ND

32-FWF12 北米、オーストラリア他 ND

32-FWF13 北米他 ND

32-FWF14 カナダ主体 ND

32-FWF15 ドイツ ND

32-FWF16 北米、オーストラリア他 ND

32-FWF17 北米、オーストラリア他 ND

32-FWF18 カナダ ND

32-FWF19 カナダ ND

32-FWF20 北米産 ND

32-FWF21 北米産 ND
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表 8  小麦粉（海外産）におけるMON汚染濃度-2 

 

 
 

                              ND：10µg/kg未満 

 

サンプルID 原産地
MON

(μg/kg)

34-FWF01 オーストラリア 30.9

34-FWF02 オーストラリア ND

34-FWF03 オーストラリア 36.3

34-FWF04 オーストラリア ND

34-FWF05 アメリカ他 ND

34-FWF06 フランス ND

34-FWF07 フランス ND

34-FWF08 カナダ主体 17.5

34-FWF09 カナダ、アメリカ ND

34-FWF10 ドイツ 13.2

34-FWF11 ドイツ 11.2

34-FWF12 アメリカ ND

34-FWF13 インド ND

34-FWF14 北米 ND

34-FWF15 アメリカ ND

34-FWF16 カナダ ND

34-FWF17 カナダ、アメリカ ND

34-FWF18 北米、オーストラリア他 ND

34-FWF19 フランス、北米他 ND

34-FWF20 北米他 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） 

 

分担研究報告書 

 

オクラトキシン Aの簡易分析法の検討 

研究分担者 服部 一夫  （東京農業大学） 

 

 

研究要旨 

 国内外で販売されているオクラトキシン A（OTA）測定用の ELISAキットを入手し、小麦、ライ

麦及び大麦中の OTAのスクリーニングに使用可能なものがあるか評価を行った。日本国内の輸入代

理店を通じて入手が可能であった 4種の ELISAキットについて、添加回収試験による性能評価を実

施した。その結果、A 社製キットでは、大麦における回収率が 111.0～439.0%、小麦における回収

率が 35.0～69.0%、ライ麦における回収率が 21.0～52.0％であり、大麦における回収率が高く、小

麦、ライ麦では低かった。B 社製キットでは、大麦における回収率が 39.1～45.2%、小麦における

回収率が算出不能、ライ麦における回収率が 30.1～44.4％となり、小麦の回収率が測定できなかっ

たとともに大麦、ライ麦共に回収率が低かった。C 社製キットでは、大麦における回収率が 149.6

～216.0%、小麦における回収率が 126.3～150.5%、ライ麦における回収率が 94.3～118.7％であり、

大麦の回収率が高めの結果となったが、小麦とライ麦では良好であった。D 社製キットでは、大麦

における回収率が 87.5～106.0%、小麦における回収率が 86.5～127.3%、ライ麦における回収率が

87.7～107.6％となり、大麦、小麦、ライ麦ともに良好な回収率が得られた。 

 以上の結果から、検討した 4 種の ELISAキットのうち、2 種が小麦中の OTAスクリーニングに

適応性の高いキットであることが確認された。 

研究協力者 小西良子（東京農業大学） 
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A. 研究目的 

オクラトキシン A（OTA）は、麦類、種実類、

豆類を汚染し、発がん性や腎毒性を有するカビ

毒である。産生菌は、Aspergillus 属および

Penicillium属の両種である。 

OTAは血清中タンパク質と結合し、体内に長

時間残存することから、蓄積性のあるカビ毒と

して認識されている。また、畜産物への移行も

報告されており、食品衛生的な対応が必要なカ

ビ毒の 1 つである。国際的にはコーデックス規

格が 1995年に、小麦、大麦、ライ麦を対象に 5 

µg/kgと定められている。諸外国では EU、韓国、

中国などが様々な食品を対象に基準値を設定し

ている。 

日本では、2014年に食品安全委員会から評価

書が公表されており、非発がん毒性としての

LOAELは 8 µg/kg bw/dayであり、不確実係数

500として TDIを 16 ng/kg bw/日としている。

一方発がん性のNOAELは、ラットの 2年間発

がん試験の結果から15 µg/kg bw/dayと評価し、

不確実係数1000としてTDIを15 ng/kg bw/day

とした。JECFAでは 100 ng/kg bw を 1週間の

PTWI を設定している。EFSA では、ラットに

おいて OTA が腎臓がんを発生させた濃度に基

づき、BMDL10 14.5 µg/kg bw/dayが提唱された。 

食品安全委員会の評価を受けて 2014 年に開

催された厚生労働省薬事・食品衛生審議会食品

衛生分科会食品規格部会において、OTAの基準

値設定の議論がなされ、コーデックス委員会で

基準が定められている小麦等について、当該規

格に準じて基準値を検討することが了承されて

いる。そのため、OTAの効率的な検査のための

スクリーニング法の検討を実施し、公定法とし

て採用可能かを判断する基礎的なデータを得る

ことを目的に本研究を行った。 

 

B. 研究方法 

（１）材料 

①麦類 

LC-MS/MS で測定した結果、OTA が検出さ

れなかった小麦、ライ麦および大麦を研究代表

者から供与された。これらを添加回収試験に用

いた。 

②ELISA キット 

Neogen Veratox（Neogen社製）、Agra Quant

（Romar社製）、Meizheng OTA（Meizheng社

製）、RIDA screen（R-Biopharm社製）の 4種

の ELISAキットを用いた。なお、キット名につ

いては A、B、C、D社製と以降は記載する。 

 

（２）麦類を用いた添加回収試験 

 市販の OTA 粉末をアセトニトリルに溶解し、

標準品原液（1 mg/L）を調製した。OTA非汚染

麦類を 5 g量りとり、原液をそれぞれ 10 µL（最

終濃度 2 μg/kg）、25 µL（最終濃度 5 μg/kg）、

50 µL（最終濃度 10 ng/g）添加し、1昼夜静置

したものを添加試料とした。陰性対象としてア

セトニトリル 50 µL（最終濃度 0 μg/kg）を添加

した試料を用いた。その後の抽出工程は、それ

ぞれのキットのプロトコールに従って行った

（表 1）。 

 

（３）抽出操作 

 A社製キットと B社製キットは、抽出液とし

て 70%メタノールを、C社製キットでは 60%メ

タノールをそれぞれ用いた。D社製キットでは、

専用抽出液が付属しており、組成は不明であっ

た。また、A社製キットと B社製キットは、抽

出液をそのまま ELISAに供したが、C社製キッ

トと D社製キットは、試料希釈液で希釈してか

ら ELISAに供した。 

 

（４）ELISA測定 

 それぞれのキットのプロトコールに従って得

られた抽出液を、それぞれのキットの手順書に

従って ELISA測定を行った（表 2）。 
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（５）統計処理 

ELISA の測定値からの標準曲線の作成と抽

出液中の OTAの濃度の計算は、統計処理のソフ

ト GEN 5（Version 2.0, Biotek, Vermont, 

USA）を用いた。 

 

C. 研究結果 

（１）ELISAの所要時間 

それぞれの ELISAキットの所要時間は、測定

者の手技による影響も大きいので、各工程の反

応時間+15 分程度として算出した。A 社製キッ

トでは 25－40分、B社製キットでは 15-30分、

C社製キット OTAでは 46－60分、D社製キッ

トでは 46－60分であった。 

 

（２）標準曲線 

図 1 に、それぞれのキットに付帯している標

準品を用いて作成した標準曲線を示した。各キ

ットの測定範囲は、各キットのプロトコールに

よると、A社製キットは 5–50 ppb、B社製キッ

トは 2–40 ppb、C 社製キットと D 社製キット

の検出限界はそれぞれ0.05 ppbおよび1.25 ppb

であった。 

 

（３）添加回収試験 

 大麦、小麦、ライ麦それぞれの回収率を示し

た（図 2）。 

①大麦 

A社製キットでは、2 μg/kgの濃度を添加した

検体において著しく高い回収率が得られた。B

社製キットでは、2、5、10 μg/kgの添加検体で

いずれも 50％程度の回収率であった。C社製キ

ットでは、いずれの添加検体においても回収率

は 100～200%の範囲内であった。D社製キット

では、いずれの添加検体においても回収率は

100%程度であった。 

②小麦 

A 社製キットではいずれの添加検体において

も回収率は 100%未満であった。B 社製キット

では、非特異的な発色が見られ、計測不能であ

った。C 社製キットでは、すべての添加検体で

回収率は 100%～150%の範囲内であった。

ELISA などの簡便迅速法では許容範囲と考え

られた。D社製キットでは、5 μg/kgの添加検体

で回収率は 130%であったが、2 μg/kgおよび 10 

μg/kg の添加検体では 85%以上の回収率が認め

られた。 

③ライ麦 

A社製キットおよびB社製キットでは 60%以

下の回収率であったが、C 社製キットおよび D

社製キットでは、100％近い回収率が得られた。 

 

（４）キットによる回収率の違い 

4種のキットそれぞれの回収率をまとめた結果

を図 3に示した。 

①A社製キット 

大麦における回収率は 111～439%、小麦にお

ける回収率は 35～69%、ライ麦における回収率

は 21～52%であった。大麦での回収率が高い値

とあったが、濃度依存性は認められなかった。

小麦とライ麦における回収率は低い傾向にあっ

た。 

②B社製キット 

大麦における回収率は 39.1～45.2%、小麦に

おける回収率は測定値が検量線の下限を下回っ

たため算出不能、ライ麦における回収率は 30.1

～44.4%であった。いずれの検体においても回

収率は低い傾向であった。 

③C社製キット 

大麦における回収率は 149.6～216.0%、小麦

における回収率は 126.3～150.5%、ライ麦にお

ける回収率は 94.3～118.7%であった。 

④D社製キット 

大麦における回収率は 87.5～106.0%、小麦に

おける回収率は 86.5～127.3%、ライ麦における
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回収率は 87.7～107.6%となった。 

 

D. 考察 

ELISAは、迅速性、簡易性、効率性からみて、

現在スクリーニングとして使用される方法とし

て一般的である。すでに日本でもアフラトキシ

ンおよびデオキシニバレノールのスクリーニン

グ法に使われており、妥当性も検証されている。 

本分担研究では、OTAを対象にして、現時点

において日本で入手可能な市販 ELISA キット

を用いて、その適応性を検討した。そのために、

OTA非汚染大麦、小麦、ライ麦を用いた添加回

収試験を行い、回収率を評価した。各キットの

分析時間については、いずれも 60分以内であり、

迅速性があると考えられた。 

定性的なスクリーニングのために使用する簡

便迅速法では、cut off値による判定の妥当性が

重要であると考える。あるレベル以上の濃度で

汚染している検体を迅速に選別し、疑わしい検

体に対しては理化学的手法で定量するというプ

ロセスが、検査の効率化を実現する。総アフラ

トキシン（規制値 10 μg/kg）の公定法において

は、ELISAの cut off値は 4 μg/kgと設定されて

いる。 

OTAの場合、日本がコーデックス規格と同じ

基準値を設定した場合、5 μg/kgとなるため、cut 

off値は 2 μg/kgとなると想定される。そこで 2 

μg/kg の回収率を穀類ごと、メーカーごとに見

た。なお、ELISAキットの回収率の性能基準と

しては、令和 3年 9月 30日付け生食発 0930第

2 号「小麦中のデオキシニバレノール試験法に

ついて」において、60～140%の範囲内であるこ

とが示されていることから、その値を参考とし

た。A社製キットについては、大麦の 2及び 10 

µg/kg 添加検体で 140%を超え、小麦の 5 及び

10 µg/kg添加検体とライ麦の全検体で 60%を下

回ったことから、スクリーニングには適さない

と考えられた。B 社製キットについては、3 種

類の麦の全検体で回収率が 60%を下回ったので、

適さないと考えられた。C 社製キットでは、大

麦の全検体で回収率は 140%を上回ったが、小

麦とライ麦では性能基準の範囲内であった。D

社製キットでは、3 種の麦類の全検体において

回収率は性能基準の範囲内であり、想定 cut off

値で安定した測定が可能と考えられた。 

次に、回収率が良好でなかったキットに関し

てその原因を考察した。表 3 に 4 つのキットの

プロトコールをそれぞれ示した。A 社製キット

および B社製キットに共通して、メタノールで

抽出後希釈の工程がなかった。そのため、麦類

の夾雑物が ELISA 反応に影響を与えた可能性

が示唆された。また、コンジュゲートを入れた

後で白濁したことから、ミセルができることで

正しい抗原抗体反応ができなかった可能性が考

えられた。 

 

E. 結論 

 現時点において日本で入手できる市販

ELISAキットを用いて、大麦、小麦、ライ麦を

用いた添加回収試験を行い、その適応性を検討

した。その結果、D 社製キットの回収率が参考

とした性能基準の範囲内であり、3 種類の麦へ

の高い適応性が示された。C 社製キットでは、

大麦には適応しなかったが、小麦、ライ麦には

適応する可能性が示された。今後は、品種の違

いによる影響等を検討する必要がある。さらに

自然汚染麦類を用いて、LC-MS/MSによる分析

値との相関性を明らかにして、適応性の高い

ELISAキットに関しては、妥当性の評価を行い、

スクリーニングテストに取り入れることが可能

かを明らかにしていく必要がある。 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                       

F. 研究発表 

（１）論文発表 

1. Uchiyama Y, Yamazaki D, Kobayashi N, 

Kanda Y, Sugita-Konishi Y. 
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Electrophysiological effect of citreoviridin on 

human induced pluripotent stem cell-derived 

cardiomyocytes. Shokuhin Eiseigaku Zasshi 

2022;63:210-217. 

2. Su J, Zhu B, Inoue A, Oyama H, Morita I, 

Dong J, Yasuda T, Sugita-Konishi Y, 

Kitaguchi T, Kobayashi N, Miyake S, Ueda H. 

The Patrol Yeast: A new biosensor armed with 

antibody-receptor chimera detecting a range 

of toxic substances associated with food 

poisoning. Biosens Bioelectron 

2022;219:114793. 

 

（２）学会発表 

なし  

 

G. 知的財産権の出願・登録状況 

 なし
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表 1 各 ELISAキットの抽出条件と抽出方法 
 

 
  

抽出方法 5 g添加試料に70%メタノール 5 g添加試料に70%メタノール 5 g添加試料に60%メタノール 5 g添加試料に専用抽出液25 mL

溶液20 mLを加える 溶液25 mLを加える 溶液25 mLを加える を加える

①激しくshake×5 min ①激しくshake×3 min ①激しくshake×10 min ①Vortex 10 sec

②遠心分離機3500 rpm×5 min ②遠心分離機3500 rpm×5 min ②遠心分離機3500 rpm×5 min ②激しくshake 5 min

③100 µLを使用 ③100 µLを使用 ③上澄み液200 ㎕に試料希釈 ③遠心分離機3500 rpm×5 min

★ライ麦のみ50%メタノール buffer 600 µL加えVortex× 5 sec ④上澄み液1 mLに試料希釈

溶液を使用 ④50 µLを使用 buffer 1 mL加える

⑤50 µLを使用

★ライ麦のみ2.5g添加試料に

専用抽出液25 mLを加え、後は

同上。

A社製キット B社製キット C社製キット D社製キット
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表 2 各 ELISAキットのプロトコール 
 

 
  

ELISA ①サンプルとSTD各2個ずつ分 ①サンプルとSTD各2個ずつ分 ①サンプルとSTD各2個ずつ分 ①サンプルとSTD各2個ずつ分

　の希釈wellと抗体固定wellを 　の希釈wellと抗体固定wellを 　のwellをフォルダーに置く 　のwellをフォルダーに置く

　フォルダーに置く 　フォルダーに置く ②各サンプルとSTD　50 µLずつ ②各サンプルとSTD　50 µLずつ

②Conjugate液100 µLを希釈 ②Conjugate液200 µLを希釈 　を各wellに加える 　をwellに各加える

　wellに加える 　wellに加える ③抗体液50 µLを加え 1 min攪拌 ③Conjugate液50 µLを加え

③サンプル、STD 100 µLを ③サンプル、STD 100 µLを ④15 min遮光･室温でincubate 　やさしく攪拌する

　希釈wellに加える 　希釈wellに加える ⑤250 µL専用洗浄液で4回洗浄

④ピペットで3回攪拌後、抗体 ④ピペットで3回攪拌後、抗体 　後、水分除去

　wellに100 µL加える 　wellに100 µL加える ⑥Enzyme Conjugate液100 µL

　をwellに加える

⑤10 min 室温で incubate ⑤10 min 室温でincubate ⑦15 min遮光･室温でincubate ④30 min遮光･室温でincubate 

⑥蒸留水で5回洗浄し水分除去 ⑥蒸留水で5回洗浄し水分除去 ⑧250 µL専用洗浄液で4回洗浄 ⑤250 µL専用洗浄液で2回洗浄

　後、水分除去 　後、水分除去

⑦Substrate液100 µLを加える ⑦Substrate液100 µLを加える ⑨Substrate A 50 µL加えた後 ⑥Substrate液100 µLを加え

　 　Substrate B 50 µL加え、1 min 　やさしく攪拌する

　やさしく攪拌

⑧10 min incubate ⑧5 min 室温で incubate ⑩15 min 遮光･室温でincubate ⑦15min 遮光･室温でincubate

⑨Stop液100 µL加える ⑨Stop液100 µL加える ⑪Stop液 50 µLを加え攪拌する ⑧Stop液 100 µLを加え攪拌する

⑩650 nmで 20 min以内に測定 ⑩450 nm/630 nmで10 min ⑫450 nm/630 nmで5 min以内 ⑨450 nm/630 nmで15 min以内

　以内に測定 　に測定 　に測定

A社製キット B社製キット C社製キット D社製キット



 

31 

 

 

表 3 各 ELISA キットのサンプル調製法の比較 

 

 
 
  

抽出条件 70%メタノール 70%メタノール 60%メタノール 専用抽出溶液

(ライ麦: 50%メタノール) (ECO extractor)

5 g試料に20 mL抽出溶媒 5 g試料に25 mL抽出溶媒 5 g試料に25 mL抽出溶媒 5 g試料に25 mL抽出溶媒

(ライ麦:2.5 g試料に25 mL抽出 )

抽出方法 shake　　15 min shake　　5 min shake　　10 min vortex　　10 sec

遠心分離　3500 rpm×5 min 遠心分離　3500 rpm×5 min 遠心分離　3500 rpm×5 min shake　　5 min

遠心分離　3500 rpm×5 min

希釈 なし なし 専用bufferで4倍希釈 専用bufferで2倍希釈

少し白濁 少し白濁

希釈率 4倍 5倍 20倍 10倍(ライ麦のみ20倍)

抽出液 黄色(ライ麦＞小麦) 黄色(ライ麦＞小麦) 黄色(ライ麦＞小麦) 少し茶色

白濁(大麦) 白濁(大麦) 白濁(大麦)

注意点 Conjugate液をいれると白濁 Conjugate液をいれると白濁 抗体液を入れても変化なし Conjugate液を入れても変化

なし

A社製キット B社製キット C社製キット D社製キット
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図 1．各 ELISAキットにおける標準曲線 
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図２ 各麦における回収率 
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図 3．各 ELISAキットにおける回収率 
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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 

 

モニリフォルミンのマウス単回及び 14日間反復投与毒性試験 

 

分担研究者 渋谷 淳  （東京農工大学大学院） 

 

 

  

研究要旨 

日本国内流通食品に検出される新興カビ毒の安全性確保に関する研究の一端として、新興カ

ビ毒の一つであるモニリフォルミンについての毒性情報を得る為、モニリフォルミンのマウス

を用いた一般毒性試験を実施する目的で、単回及び 14日間反復経口投与毒性試験を実施した。

単回投与試験では、文献値を参考に最高用量を 80 mg/kgとし、公比 2、溶媒対照群を含む 4用

量群を設定して投与し、投与後 24時間、一般状態を観察後、剖検、病理組織学検査を実施した

ところ、最高用量群で投与後 1–2時間で死亡及び瀕死例が認められ、LD50値は 68.1 mg/kgであ

った。また、病理組織学的検査において 40 mg/kg以上の投与群の腎臓で皮質深部を中心に近位

尿細管の壊死が認められた。次いで 14日間反復投与試験では、この試験結果を参考として最高

用量を 40 mg/kg、公比 2、溶媒対照群を含む 3用量群を設定して投与を行い、一般状態観察、体

重、摂餌量測定、剖検、病理組織学検査を実施した。その結果、投与期間中の一般状態及び体

重に変化は認められなかったが、病理組織学検査において 20 mg/kg以上の投与群の腎臓で皮質

深部を中心に再生尿細管が認められた。今後はマウスを用いた 28日間反復投与毒性試験及び腎

尿細管壊死の機序解明試験を実施する予定である。 



 

36 

 

A. 研究目的 

カビ毒はカビが感染した農作物中に生産

され、歴史的には、カビ毒に汚染された食

品の急性摂取による中毒症状や慢性的な摂

取による臓器障害が引き起こされている。

また、動物実験の実施により腫瘍誘発性が

証明されたことで、、発がん性等の毒性が懸

念されている。これまで厚生労働科学研究

において、平成 13年度より様々なカビ毒に

ついて日本に流通する食品における汚染実

態や毒性に関する研究を行い、カビ毒に汚

染された食品摂取の低減を目的とした施策

策定の科学的根拠となるデータを取得し、

食の安全性確保に貢献してきている。 

近年、新興カビ毒と呼ばれる今まで見ら

れてこなかった一群の新たなカビ毒の存在

が注目されてきている。発見は数十年前で

あり、当時は汚染物質として認知されてい

なかったものの、近年の分析法の発展によ

って食品を汚染している実態が明らかにな

った。モニリフォルミン（MON）は、新興

カビ毒に分類される化合物で、平成 29年に

公表された欧州食品安全機関（EFSA）の評

価結果において、実験動物において致死毒

性を示すこと、様々な穀類に検出されるこ

とが公表され、国際的な関心が高まってお

り、さらなる情報の収集が望まれている。 

既存のマウスを用いた MON の毒性試験

（Burmeister ら、1980）では、単回経口投与

毒性試験における LD50値が 47.6 mg/kg（体

重 20 gと仮定して約 1 mg/animal/day）であ

ったのに対し、21 日間反復飲水投与毒性試

験においては上記 LD50値の約 3 倍の摂取量

に相当する 2.9 mg/animal/day の飲水投与用

量群においても、有意な体重増加量の減少

が認められたのみであり、一貫した結果が

得られていない。そのため、EFSA による

MONのリスク評価（EFSA, 2018）において

マウスの毒性情報は考慮されていない。 

そこで本分担研究では、マウスを用いた

MONの単回及び一般毒性試験を実施し、毒

性兆候及び無毒性量等、リスク評価に必要

な毒性情報を取得することを目的とした。

本年度は、今後実施する 28 日間反復毒性試

験の用量設定のための予備検討として、マ

ウスを用いた単回及び 14日間反復投与試験

を実施した。 

 

B. 研究方法 

<単回投与試験> 

動物実験 

5週齢の雄マウス（ICR〔Crl:CD1 (ICR)〕）

をジャクソン・ラボラトリー・ジャパン株

式会社、厚木飼育センターより購入し、1週

間の馴化後実験に用いた。空調設備の整っ

た動物飼育室のプラスチックケージにて、

12時間の明暗サイクル、室温 23±3ºC、湿度

50±20%の制御環境下で飼育した。飼育期間

中は 1ケージあたり 5匹の動物を収容し、

固形飼料 CRF-1（γ線滅菌：オリエンタル

酵母工業株式会社）と水道水を自由摂取さ

せた。 

 MON（UkrOrgSyntez Ltd.から購入した化

学合成品）を蒸留水に溶解し調製した被験

液を 0、20、40、80 mg/kg 体重の投与量で

それぞれ 6週齢 ICR〔Crl:CD1 (ICR)〕マウ

ス（雄 5匹/群）に 5 mL/kgの容量で単回経

口投与した。群構成表を Table 1に示す。投

与前後に各動物の生死及び一般状態を観察

し、投与から約 24時間後に剖検を実施した。

剖検では外表及び全ての器官、組織を詳細

に観察した。Table 2 に示す所定の臓器を採

取後、固定し、パラフィン包埋した。各臓

器のヘマトキシリン・エオジン（H・E）染

色標本を作製し、鏡検した。 
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一般状態の観察 

投与前、投与直後及び 1、2、3、4、6、8、

10 及び 24時間後に実施した。全動物につい

て、体外表、栄養状態、姿勢、行動及び排

泄物の異常などの一般状態を観察した。 

 

剖検 

投与から約 24 時間後に剖検を実施した。

但し、死亡または瀕死状態の個体は、発見

後速やかに剖検に供した。死亡動物を除く

全ての動物をイソフルランによる吸入麻酔

下での腹大動脈切断により放血致死させ、

外表及び全ての器官/組織を詳細に観察した。 

 

病理組織学検査 

全ての動物について、Table 2に示した対

象器官/組織をリン酸緩衝 10%ホルマリン液

で固定した。全ての動物の検査対象器官/組

織についてパラフィン包埋し、H・E染色標

本を作製した。作製した全ての H・E染色標

本について鏡検を実施した。 

 

統計解析 

 IBM SPSS Statistics ver. 25（IBM 

Corporation）を用いて LD50値を算出した。 

 

<14 日間反復投与試験> 

動物実験 

5週齢の雄マウス（ICR〔Crl:CD1 (ICR)〕）

をジャクソン・ラボラトリー・ジャパン株

式会社、厚木飼育センターより購入し、1週

間の馴化後実験に用いた。空調設備の整っ

た動物飼育室のプラスチックケージにて、

12 時間の明暗サイクル、室温 23±3ºC、湿度

50±20%の制御環境下で飼育した。飼育期間

中は 1ケージあたり 3匹の動物を収容し、

固形飼料 CRF-1（γ線滅菌：オリエンタル

酵母工業株式会社）と水道水を自由摂取さ

せた。 

MONを蒸留水に溶解し調製した被験液

を 0、20、40 mg/kg 体重の投与量でそれぞ

れ 6週齢 ICR〔Crl:CD1 (ICR)〕マウス（雄 3

匹/群）に 5 mL/kgの容量で 14日間反復経口

投与した。群構成表を Table 6に示す。投与

期間中は一般状態の観察及び体重、摂餌量

の測定を実施した。最終投与の翌日に剖検

を実施した。剖検では外表及び全ての器官、

組織を詳細に観察した。所定の臓器を採取

後、固定し、パラフィン包埋した。各臓器

のヘマトキシリン・エオジン（H・E）染色

標本を作製し、鏡検した。 

 

一般状態の観察 

投与期間中は投与前、投与直後及び 1~3

時間後の間に、剖検日は動物搬出前に 1回

実施した。全動物について、体外表、栄養

状態、姿勢、行動及び排泄物の異常などの

一般状態を観察した。 

 

体重測定 

投与期間中は投与 1、4、7、10 及び 13日

の投与前、剖検日は動物搬出前に実施した。

全動物について 08:00~12:00の間に測定した。 

 

摂餌量測定 

投与 1、4、7、10 及び 13日の投与前、剖

検日は動物搬出前に実施した。ケージ毎に

08:00~12:00 の間に給餌量/残餌量を測定し

た。投与開始日の測定は前日からの 1日量、

投与 4、7、10及び 13日は 3日間の累積摂

取量、剖検日は 2日間の累積摂取量に基づ

いて、1匹当たりの 1日摂餌量を算出した。 

 

剖検 

最終投与の翌日に剖検を実施した。全て

の動物をイソフルランによる吸入麻酔下で



 

38 

 

の腹大動脈切断により放血致死させ、外表

及び全ての器官/組織を詳細に観察した。 

 

病理組織学検査 

全ての動物について、Table 7に示した対

象器官/組織をリン酸緩衝 10%ホルマリン液

で固定した。全ての動物の検査対象器官/組

織についてパラフィン包埋し、H・E染色標

本を作製した。作製した全ての H・E染色標

本について鏡検を実施した。 

 

統計解析 

体重について IBM SPSS Statistics ver. 25

（IBM Corporation）を用いて溶媒対照群と

各被験物質投与群との間で検定を行った。

Levene の検定で等分散性を確認した後、

Dunnett の検定あるいは Bonferroni 補正を用

いた Aspin-Welchの t検定を行った。 

 

（倫理面への配慮） 

動物実験は「動物の愛護及び管理に関する

法律（動愛法）」を遵守し、実験動物の飼育

及び保管並びに苦痛の軽減に関する基準（環

境省告示第 88 号）、研究機関等における動物

実験等の実施に関する基本指針（文部科学省

告示第 71号）、厚生労働省の所管する動物実

験等の実施に関する基本指針（厚生労働省通

知 科発 0601002 号）、動物実験の適正な実

施に向けたガイドライン（日本学術会議）の

指針及びガイドラインに即して設けられた東

京農工大学実験動物取り扱い倫理規程に則り、

東京農工大学動物実験小委員会の了承を得て

適切に動物実験を実施した。 

 

C. 研究結果 

<単回投与試験> 

一般状態の観察 

投与後 1時間までに 40 mg/kg投与群の 1

例（動物番号：305）及び 80 mg/kg投与群の

全例で自発運動の低下が認められた。40 

mg/kg投与群の 1例（動物番号：305）では、

投与後 2時間で状態の回復が認められた。

一方で、投与後 1~2時間に 80 mg/kg投与群

の 1例（動物番号：405）で死亡、3例（動

物番号：401、402、404）で瀕死状態が認め

られたため、当該動物については速やかに

剖検に供した。80 mg/kg 投与群の 1例（動

物番号：403）では、投与後 3時間には状態

の回復が認められた（Table 3）。概略の LD50

値は 68.1 mg/kgであった。 

 

剖検（肉眼所見） 

 剖検では 80 mg/kg投与群の 1例（動物番

号：403）に消化管のうっ血、80 mg/kg投与

群の 1例（動物番号：402）に左心房の拡大が

みられた（Table 4）。 

 

病理組織学検査結果 

 腎臓に被験物質の投与に起因すると考え

られる変化が認められた（Table 5）。すな

わち 40 mg/kg投与群の 3例及び 80 mg/kg投

与群の 2例で皮質深部を中心とした近位尿

細管の壊死、80 mg/kg投与群の 3例でうっ

血が認められた。80 mg/kg投与群で剖検時

に消化管のうっ血と左心房の拡大が 1例ず

つ認められたが、組織学的な著変は見出さ

れなかった。 

 

<14 日間反復投与試験> 

一般状態の観察 

いずれの群においても変化は認められな

かった。 

 

体重の変化 

いずれの群においても投与期間中の体重

に有意な変化は認められなかった（Table 8）。 
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摂餌量の変化 

いずれの群においても投与期間中の摂餌

量に顕著な変化は認められなかった（Table 

8）。 

 

剖検（肉眼所見） 

 剖検時の肉眼所見に投与による影響は認

められなかった（Table 9）。 

 

病理組織学検査結果 

 腎臓に被験物質の投与に起因すると考え

られる変化が認められた（Table 10）。すな

わち 20 mg/kg投与群の 1例及び 40 mg/kg投

与群の全例で皮質深部を中心に再生尿細管

が認められた。 

 

D. 考察 

本単回投与試験の結果求められた LD50値

は 68.1 mg/kgであり、過去に 0、10、20、40

及び 80 mg/kgの投与量で実施されたマウス

を用いたMONの単回経口投与毒性試験

（Burmeister ら、1980）における LD50値 47.6 

mg/kgと概ね一致した結果が得られた。引き

続いて実施された 14日間反復投与試験では、

単回投与試験の結果を基に 40 mg/kgを最高

用量として設定して、動物試験を実施した。

MON 投与の影響と考えられる変化として、

単回投与試験では腎臓の皮質深部を中心と

した近位尿細管の急性尿細管壊死が認めら

れ、これに対する反応性変化として、14日

間反復投与試験では再生尿細管が認められ

たものと考えられた。なお、単回経口投与

毒性試験及び 14日反復投与試験で認められ

たその他の所見については、用量依存性が

認められなかったことから自然発生性また

は偶発性変化であると考えられた。 

また、ラットを用いたMONの 12週間反

復混餌投与試験（Kriekら、1977）において、

当該試験の最低用量である混餌濃度 2%（約

17 mg/kg相当）以上の投与量で、心筋の変

性・壊死・線維化が認められることが報告

されているが、マウスを用いた本試験にお

いて心筋の病変は認められなかった。また、

ラットを用いた 12週間試験では（Kriekら、

1977）、2%混餌濃度において好中球の貪食活

性の低下も認めているが、EFSAによるレビ

ューでは、本パラメーターについては信頼

性の観点からリスク評価に用いられていな

い。以上より、マウスにおけるMONの毒性

標的臓器は、腎臓である可能性が示唆され

たが、単回投与毒性試験で認められた急性

尿細管壊死がMON投与後の全身性ショッ

ク時の有効循環血量の低下に起因する虚血

性の皮質壊死に相当するのか、あるいは、

MONの腎尿細管における代謝の際生じる

活性中間代謝産物等の毒性に起因するかど

うかについては、今後検討をする必要があ

る。 

また、来年度に実施予定であるマウスを

用いた 28日間反復投与毒性試験は、40 

mg/kgを最高用量とし、公比 2-3で 3段階の

用量の投与群構成とすることで、マウスに

おけるMONの毒性兆候及び無毒性量に関

する情報を得ることが可能であると考えら

れた。 

 

E. 研究発表 

1. 論文発表 

該当なし 

 

2. 学会発表 

「Oral pharmacokinetics and general toxicity 

after 28-day repeated oral doses of enniatin B in 

mice.」 Ryota Ojiro, Hiromu Okano, Shunsuke 

Ozawa, Kazumi Takashima, Yasunori Takahashi, 

Qian Tang, Xinyu Zou, Toshinori Yoshida, 
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Tomoya Yoshinari, Makoto Shibutani（尾城椋太、

岡野 拡、小澤俊介、高嶋和巳、高橋康徳、唐 

倩、鄒 昕羽、吉田敏則、吉成知也、渋谷 淳：

新興カビ毒エンニアチンBのマウスにおける

薬物動態と 28 日間反復投与による一般毒性

について．） 

The 10
th
 ASVP and 10

th
 JCVP Joint Conference. 

(The 10
th
 conference of Asian Society of 

Veterinary Pathology and the 10
th
 Annual 

Meeting of Japanese College of Veterinary 

Pathologists Joint Conference.) PC-15, p.177. 

March 29-31, 2023. 

 

G. 知的財産権の出願・登録状況 

1. 特許取得 

該当なし 

 

2. 実用新案登録 

該当なし 

 

3. その他 

該当なし
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Table 1. 群構成表－単回投与試験 

 

試験群 
投与量 

(mg/kg) 

濃 度 

(mg/mL) 

投与容量 

(mL/kg) 
性 動物数 動物番号 

溶媒対照群 0 0 5 雄 5 101 - 105 

低用量群 20 4 5 雄 5 201 – 205 

中用量群 40 8 5 雄 5 301 – 305 

高用量群 80 16 5 雄 5 401 – 405 
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Table 2. 病理組織学検査対象器官/組織－単回投与試験 

 

組  織 H･E 標本作製 

副腎 √ 

胸腺 √ 

脾臓 √ 

顎下リンパ節 √ 

腸間膜リンパ節 √ 

心臓 √ 

肺（気管支を含む） √ 

胃 √ 

十二指腸 √ 

空腸 √ 

回腸（パイエル板を含む） √ 

盲腸 √ 

結腸 √ 

直腸 √ 

肝臓 √ 

腎臓 √ 

                  各項目該当ある場合は√で示す。  
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Table 3. 一般状態－単回投与試験 

 

  Clinical observations 

 Animal No. Pre-dosing 1h 2h 3h 4h 6h 8h 10h 24h 

Control 

D.W. 

101 N N N N N N N N N 

102 N N N N N N N N N 

103 N N N N N N N N N 

104 N N N N N N N N N 

105 N N N N N N N N N 

Moniliformin 

20 mg/kg 

201 N N N N N N N N N 

202 N N N N N N N N N 

203 N N N N N N N N N 

204 N N N N N N N N N 

205 N N N N N N N N N 

Moniliformin 

40 mg/kg 

301 N N N N N N N N N 

302 N N N N N N N N N 

303 N N N N N N N N N 

304 N N N N N N N N N 

305 N Decrease in 

locomotor activity 

N N N N N N N 

Moniliformin 

80 mg/kg 

401 N Decrease in 

locomotor activity 

Moribundity - - - - - - 

402 N Decrease in 

locomotor activity 

Moribundity - - - - - - 

403 N Decrease in 

locomotor activity 

Decrease in 

locomotor activity 

N N N N N N 

404 N Decrease in 

locomotor activity 

Moribundity - - - - - - 

405 N Decrease in 

locomotor activity 

Death - - - - - - 

N：No abnormalities. 
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Table 4. 剖検所見：肉眼所見－単回投与試験 

 

  Dose of moniliformin (mg/kg/day) 

  0 (Control) 20 40 80 

No. of animals examined 5 5 5 5 

 All tissues             

  Not remarkable 5 a 5 5 3 

 Heart     

  
Enlargement, Atrium, 

left 
0 0 0 1 

 Intestine     

  Congestion 0 0 0 1 

    a The number of animals with lesions. 
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Table 5. 病理組織学検査－単回投与試験 

 

  Dose of moniliformin (mg/kg/day) 

  0 (Control) 20 40 80 

No. of animals examined 5 5 5 5 

 Kidney             

  Necrosis, tubule 0 a 0 3 2 

   minimal 0 0 3 1 

   moderate 0 0 0 1 

  Congestion 0 0 0 3 

   minimal 0 0 0 3 

 Heart             

  
Infiltrate, mixed inflammatory 

cell 
0 1 0 1 

   minimal 0 1 0 1 

 Liver             

  Necrosis, focal 0 0 0 1 

   moderate 0 0 0 1 

  Single cell necrosis 1 0 0 1 

   minimal 1 0 0 1 

  
Infiltrate, mixed inflammatory 

cell 
1 0 1 2 

   minimal 1 0 1 2 

  Fatty change, hepatocyte 0 0 0 2 

   severe 0 0 0 2 

  Hemorrhage 0 0 0 1 

   minimal 0 0 0 1 

 Lung     

  Granuloma, focal 0 0 0 1 

   mild 0 0 0 1 

  Abscess 0 0 0 1 

   minimal 0 0 0 1 

  Edema 0 0 0 1 

   minimal 0 0 0 1 

 Glandular stomach     

  Dilatation, gland 0 1 0 0 

   minimal 0 1 0 0 

       a The number of animals with findings.  

    Criterion of the lesions were selected from minimal, mild, moderate or severe. 

 



46 

 

Table 5. 病理組織学検査－単回投与試験（続き） 

 

  Dose of moniliformin (mg/kg/day) 

  0 (Control) 20 40 80 

No. of animals examined 5 5 5 5 

 Lymph node     

  Single cell necrosis 0 0 0 3 

   minimal 0 0 0 2 

   mild 0 0 0 1 

  Hemorrhage 0 0 0 1 

   minimal 0 0 0 1 

  Infiltrate, neutrophil 0 1 0 0 

   mild 0 1 0 0 
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Table 6. 群構成表－14 日間反復投与試験 

 

試験群 
投与量 

(mg/kg) 

濃 度 

(mg/mL) 

投与容量 

(mL/kg) 
性 動物数 動物番号 

溶媒対照群 0 0 5 雄 3 101 – 103 

低用量群 20 4 5 雄 3 201 – 203 

高用量群 40 8 5 雄 3 301 – 303 
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Table 7. 病理組織学検査対象器官/組織－14 日間反復投与試験 

 

組  織 H･E 標本作製 

副腎 √ 

胸腺 √ 

脾臓 √ 

顎下リンパ節 √ 

腸間膜リンパ節 √ 

心臓 √ 

肺（気管支を含む） √ 

胃 √ 

十二指腸 √ 

空腸 √ 

回腸（パイエル板を含む） √ 

盲腸 √ 

結腸 √ 

直腸 √ 

肝臓 √ 

腎臓 √ 

         各項目該当ある場合は√で示す。 
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Table 8. 体重・摂餌量の変化－14 日間反復投与試験 

 

  Dose of moniliformin (mg/kg/day) 

  0 (Control) 20 40 

No. of animals examined 3 3 3 

 Body weight (g) Day 1 29.0 ± 1.3 a 30.1 ± 1.7 28.7 ± 0.4 

  Day 4 29.8 ± 2.0 30.7 ± 2.0 30.2 ± 0.6 

  Day 7 30.1 ± 2.4 31.7 ± 2.6 31.4 ± 0.8 

  Day 10 29.7 ± 2.4 31.3 ± 2.8 31.0 ± 1.1 

  Day 13 30.8 ± 2.1 32.5 ± 3.0 32.3 ± 1.2 

  Day 15 31.4 ± 2.3 32.7 ± 3.0 32.9 ± 1.7 

 
Food consumption 

(g/animal/day) 
Day 1 4.6 5.0 4.2 

  Day 4 4.9 4.5 4.3 

  Day 7 4.8 4.5 4.8 

  Day 10 5.3 4.7 4.8 

  Day 13 5.3 4.1 4.5 

  Day 15 5.3 4.3 4.4 

a Mean ± SD. 

*P < 0.05, **P < 0.01, significantly different from the 0 mg/kg vehicle controls by 

Dunnett’s test or Aspin Welch’s t-test with Bonferroni correction. 
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Table 9. 剖検所見：肉眼所見－14 日間反復投与試験 

 

  Dose of moniliformin (mg/kg/day) 

  0 (Control) 20 40 

No. of animals examined 3 3 3 

 All tissues          

  Not remarkable 3 a 3 3 

       a The number of animals with lesions. 
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Table 10. 病理組織学検査－14 日間反復投与試験 

 

  Dose of moniliformin (mg/kg/day) 

  0 (Control) 20 40 

No. of animals examined 3 3 3 

 Kidney          

  Regeneration, tubule 0 a 1 3 

   Minimal 0 1 2 

   Mild 0 0 1 

  Dilatation, tubule 0 1 0 

   Minimal 0 1 0 

  Microgranuloma 1 1 0 

   Minimal 1 1 0 

 Liver    

  Single cell necrosis 1 1 0 

   Minimal 1 1 0 

  
Infiltrate, mixed 

inflammatory cell 
1 1 0 

   minimal 1 1 0 

 Thymus    

  Infiltrate, neutrophil 0 0 1 

   minimal 0 0 1 

 Glandular stomach    

  
Infiltrate, mixed 

inflammatory cell 
0 0 1 

   minimal 0 0 1 

        a The number of animals with findings.  

     Criterion of the lesions were selected from minimal, mild, moderate or  

     severe. 

 



 

52 

 

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 

 

産生菌の情報を応用した新興カビ毒汚染食品の探索 

 

研究分担者 渡辺 麻衣子 （国立医薬品食品衛生研究所） 

 

 

研究要旨 

 国内に流通する食品において、モニリフォルミン（MON）の汚染が懸念されているが、日本国内

における食品の MON の汚染実態調査はほとんど行われておらず、情報が非常に少ない。食品の

MON 汚染リスクを詳細に評価するためには、各食品における Fusarium 属菌の分布やそれら菌の

MON産生性の把握が必要不可欠である。Fusarium属菌におけるMON産生性に関しては、これま

でにいくつかの菌種で報告されているが、多くの菌種で産生性の有無についての情報が不足してい

る。そこで本研究では、農作物自体および栽培環境由来 Fusarium 属菌株の MON 産生性の確認を

行い、MON 汚染原因菌の分布に関する知見を収集する目的で、分離株培養液中の MON 分析法の

開発、および過去の Fusarium 属菌分離株を利用した MON 産生菌の探索を行った。その結果、

Fusarium属菌のMON産生性をスクリーニングする SSA培地でのアッセイ系の確立に成功し、こ

の系を用いて、日本の幅広い地域の由来株での Fusarium subglutinans、Fusarium proliferatum

および Fusarium tricinctumでのMON産生性を確認できた。Fusarium属菌は遺伝的には幅広い

菌種で MON 産生性を持つことが予想されていることから、今後、今回の検討で得られた培養条件

による調査を継続することによって、日本国内で流通する食品におけるMON産生菌の分布実態や、

MON 産生菌種と関連した食品の MON 汚染リスクを評価するための情報を蓄積し、食品検体の

MON汚染因子を解明する必要がある。 

研究協力者 

吉成 知也 国立医薬品食品衛生研究所 

髙橋 治男 国立医薬品食品衛生研究所 

平山 美咲 千葉大学真菌医学研究センター 

矢口 貴志 千葉大学真菌医学研究センター 

伴 さやか 千葉大学真菌医学研究センター 

上田 莉瑚 共立女子大学 

川上 浩  共立女子大学 
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A. 研究目的 

 モニリフォルミン（MON）は、フザリウムト

キシンの 1 種で四員環ジトケン構造を持つ水溶

性の化合物である 1)。1970 年にアメリカで葉枯

病のトウモロコシを食べた家畜の中毒が大発生

したのを機に、J.Cole ら 2)によって Fusarium 

moniliformeの毒性代謝物として単離された。急

性致死毒性（LD50 値）は、雄マウスで（腹腔内

投与）29.1 mg/kg、雄ラットで（経口投与）50.0 

mg/kg、幼若雄鶏で（経口投与）4.0 mg/kg、7

日齢アヒル（経口投与）3.7 mg/kgであり、ラッ

トにおける急性毒性では、心筋変性と壊死以外に、

肝臓、腎臓、膵臓および腸管への障害も認められ

た 3)。アメリカ、フィンランド、イタリア、スロ

バキアなど世界の様々な地域における食品汚染

が報告されており 1)、我が国に流通する食品にお

いても汚染が懸念される。しかし、日本国内にお

ける食品の MON の汚染実態についての研究は

ほとんどなされておらず、情報が非常に少ない。 

 食品の MON 汚染リスクを詳細に評価するた

めには、各食品における Fusarium 属菌の分布

や、それらの菌が MON 産生性を有するかの把

握が必要不可欠である。Fusarium 属菌での

MON の産生菌に関しては、これまでに、F. 

verticillioides 、 F. subglutinans 、 F. 

sporotrichioides、F. culmorum、F. equiseti、F. 

semitectum、F. tricinctum、F. avenaceum等の

菌種で産生性が報告されているが、多くの菌種で

産生性の有無についての情報が不足している。ま

たWatanabeら 4)は、Fusarium属菌種間の系統

情報および産生菌の文献情報を統合して、MON

産生性が今のところ知られていない菌種につい

ても産生性の有無を予測したところ、MON産生

性は Fusarium 属菌で幅広く保持しており、農

作物から多く検出される主要な菌種のうち F. 

graminearum以外のほぼ全てでMON産生性を

持つ可能性を示唆している。しかし本文献で

MON 産生性を持つと予測された菌種の半数以

上では現状予測に留まっており、今後の実証が必

要である。 

 そこで、本年度は、農作物自体および栽培環境

由来 Fusarium 属菌株の MON 産生性の確認を

行い、MON汚染原因菌の分布に関する知見を収

集する目的で、分離株培養液中の MON 分析法

の開発、および過去の Fusarium 属菌分離株を

利用した MON 産生菌の探索を行ったので、そ

の成果を報告する。 

 

B. 研究方法 

（１）供試菌株 

 国立医薬品食品衛生研究所衛生微生物部第三

室に保管されていた農作物または栽培環境由来

の Fusarium 属菌保存株の計 28 株を供試した。 

（２）米培地での MON 産生陽性コントロール

株の探索及び菌株接種方法の検討 

 米培地を用いて MON 産生の陽性コントロー

ル株の探索及び菌株接種方法の検討を行った。

100 mL三角フラスコ内に米 10 gと米が浸る程

度に蒸留水を入れ、綿栓をしてオートクレーブで

121℃・15分間滅菌した。表1に示したFusarium

属菌 5株を potato dextrose agar（PDA培地：

化学栄研株式会社）に接種し、25℃・暗条件で 1

週間前培養を行った。培養後、コロニーが十分に

生育したことを確認し、PDA平板培地を約 1 cm

四方に切り取った培地片（寒天培地片接種法）、

またはそこから菌体をかきとって懸濁した胞子

懸濁液 100 µL（胞子液接種法）を米培地に接種

し、25℃・暗条件で 10日間静置培養した。三角

フラスコ内に 85％アセトニトリル水溶液を 50 

mL添加し、米培地を薬さじで砕いた。三角フラ

スコの内容物をすべて 50 mLチューブに移し、

3,000 rpmで 5分間遠心分離後、上清 1 mLを 2 

mLチューブに取り、窒素吹き付けにより乾固し

た。メタノール 2 mLを添加し、チューブ内をよ

く洗浄後、平衡化した Bond Elut SAX（Agilent 

SAX：Agilent Technology）に通液し、MONを
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吸着させた。さらにカラムにイオンペア剤（3.5％

TBAHS含有 0.2 M KH2PO4）1.5 mLを通液し

てMONを溶出し、HPLCで分析した。 

 

（３）MON産生株の液体培養条件の検討 

 Potato dextrose broth （ PDB 培 地 ：

Sigma-Aldrich）、Sucrose salt asparagine液体

培地（SSA培地：組成は表 2)5）およびCzapek-dox 

液体培地（CZ培地：Difco）の 3種類の液体培地

の間で、MON 産生効率の比較検討を行った。

MON 産生が認められた菌株を PDA 斜面培地に

接種し、25℃・暗条件で 1週間前培養を行った。

121℃・15 分間オートクレーブ滅菌した液体培

地のいずれか 1 種類を 200 mL 三角フラスコに

100 mL ずつ分注し、そこに前培養した

Fusarium 菌株を寒天培地片接種法または胞子

液接種法で接種し、25℃・暗条件で最長で 28日

間静置培養した。7 日間ごとに培養液を 150 µL

回収して MON 産生量を測定し、経時的に産生

量を観察した。分取した培養液をメタノール 1 

mLと混合し、25℃・3,000 rpmで 5分間遠心分

離した。その後、平衡化した Agilent SAX カラ

ムに通液し、カラム内を洗浄して、吸着させた

MONを1.5 mLのイオンペア剤で溶出し、HPLC

で分析した。HPLC の測定条件は以下の通りと

した。 

 

HPLC：1260 Infinity (Agilent Technology) 

カラム：Intert Sustain Swift C18、4.6× 

        250 mm, 5 µm （GL Sciences株式会社） 

移動相：水、7%硫酸水素テトラブチルアンモニ 

    ウム含有 0.4Mリン酸二水素カリウム 

    水溶液（pH7.0）と アセトニトリルの 

    混液（92：1：8） 

流速：1 mL/min 

注入量：100 µL 

検出波長： 229 nm 

 

（４）保存株におけるMON産生株の検索 

 （３）で得られた結果を比較し、最もMON産

生性の高かった液体培地種類および菌接種方法

を組み合わせ、表 3 の Fusarium 属保存株計 28

菌株を接種して培養し、25℃・暗条件で 28日間

静置培養した。その後（３）に記載の方法で抽出・

精製・分析し、その結果を各菌株の MON 産生

性として評価した。 

 

C. 研究結果 

（１）米培地での MON 産生陽性コントロール

株の探索及び菌株接種方法の検討 

 供試した 5 株の Fusarium 属菌株の米培地に

おける MON 検出量を図 1 に示した。鹿児島県

サ ト ウ キ ビ 土 壌 由 来 の F. subglutinans 

IFM50097では寒天培地接種法で 67.1 mg/kg、

胞子液法で 5.2 mg/kg の MON 産生性が、沖縄

県サトウキビ土壌由来の F. proliferatum  

IFM50127 では寒天培地接種法で 5.4 mg/kg の

MONの産生が認められた。それら以外の菌株お

よび接種方法の組み合わせでは MON 産生性は

認められなかった。したがって、前培養した

Fusarium菌体の接種方法は、胞子液よりも寒天

培地接種法の方が産生量は高くなること、2株の

間ではF. subglutinans IFM50097のほうがより

MON産生性が高いことを確認した。本検討の結

果から、陽性対照として 2 菌種 2 株の MON 産

生株を得ることができた。 

 

（２）MON産生株の液体培養条件の検討 

 CZ培地と PDB培地では、いずれも SSA培地

での培養像と比較して菌体の生育性は著しく低

く、培養液中の MON は非検出であった。SSA

培地において MON 産生が認められた 2 株の培

養液の HPLC クロマトグラム、および培養液中

のMON検出濃度の経時的変化を図 2に示した。

F. subglutinans IFM50097 では培養 7 日目で

1.8 mg/kg、14日目で 8.1 mg/kg、21日目で 18.1 
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mg/kg、28日目で 26 mg/kgのMON産生が認め

られた。F. proliferatum IFM50127では培養 7

日目で 1.7 mg/kg、培養 14日目で 5.2 mg/kg、

培養 21日目で 10.9 mg/kg、培養 28日目で 16.7 

mg/kg の MON の産生が認められた。これら経

時的な MON 産生量データの線形近似をとった

ところ、その決定係数はそれぞれ R2＝0.9932ま

たは R2＝0.9881となり（図 2）、近似性が高かっ

た。以上のことから、Fusarium属菌のMON産

生性をスクリーニングする人工培地でのアッセ

イ系の確立に成功したこと、また少なくとも 28

日間の培養期間内では時間に比例して MON 産

生量が増加することが確認された。 

 

（３）保存株におけるMON産生株の検索 

 今回の検討で供試した Fusarium属菌 28株を

用いての SSA培地での 3週間または 6週間培養

後での培養液中の MON 検出濃度を表 3 に示し

た。今回供試した 28 株中では、6 週間の培養期

間終了後までに、沖縄県サトウキビ畑土壌由来の

F. proliferatum IFM50127、北海道小麦畑土壌

由来の F. tricinctum IFM50055および沖縄県土

壌由来の F. suglutinans TSY0645 の 3 株が

MON 産生性を有した。これに（２）の検討で

MON 産生性を示した鹿児島県サトウキビ畑土

壌由来の F. suglutinans IFM50097を加え、国

内流通食品では、現状では少なくとも、鹿児島県

および沖縄県産サトウキビや北海道産小麦で

MON汚染の可能性が有り、さらにMON産生菌

は北海道から沖縄県まで国内に広く分布する可

能性があると考えられた。上記 4 株以外の菌種

ではいずれもMONの産生は認められなかった。 

 

D. 考察 

今回の検討で、Fusarium属菌のMON産生性

をスクリーニングする SSA 培地でのアッセイ系

の確立に成功した。この系を使用して、鹿児島県

および沖縄県に分布する F. subglutinans や F. 

proliferatum、および北海道に分布する F. 

tricinctum で MON の産生性が確認されたこと

から、産生株は国内では北海道から沖縄までの広

い気候帯に分布し、少なくとも鹿児島県や沖縄県

産サトウキビおよび北海道産小麦は MON によ

る汚染のリスクがあることが確認された。今回供

試した菌種のうち上述 3菌種以外では、MON産

生性を持たない菌種の可能性もあるが、過去の研

究から、Fusarium属菌は遺伝的には幅広い菌種

で MON 産生性を持つことが予想されている 4)。

本研究では 1菌種につき 1～2株しか調査してい

ないため、さらに多菌株を調査し、多くの地域の

分離源に由来する上述 3 菌種以外の菌種での

MON 産生性の評価を継続する必要があると考

えられた。 

MON を産生させる人工培地での培養には、

SSA 培地での寒天片接種法による培養法が最適

であり、28 日間では培養期間に比例して MON

産生量が増加することが認められた。このことか

ら、少なくとも今回の検討での培養日数の上限期

間内では、SSA 培地でできるだけ長期間の培養

を行うことで、より感度の高い MON 産生性確

認実験ができることが示された。今回の検討で得

られた培養条件による調査を継続することによ

って、日本国内で流通する食品におけるMON産

生菌の分布実態やこれから生じる食品の MON

汚染リスクを評価するための情報を蓄積するこ

とによって、食品検体の MON 汚染因子を解明

していく予定である。 

 

E. 結論 

 本研究の結果から、Fusarium属菌のMON産

生性をスクリーニングする SSA培地でのアッセ

イ系の確立に成功した。この系を用いて、北海道、

鹿児島および沖縄県由来株での MON 産生性を

確認できた。Fusarium属菌は遺伝的には幅広い

菌種で MON 産生性を持つことが予想されてい

ることから、今後、今回の検討で得られた培養条
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件による調査を継続することによって、日本国内

で流通する食品における MON 産生菌の分布実

態やこれから生じる食品の MON 汚染リスクを

評価するための情報を蓄積し、食品検体のMON

汚染因子を解明する必要がある。 
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表 1. 米培地でのMON 産生陽性コントロール株の探索に用いた菌株一覧 

 

 
  

菌株番号 
分離原試料 

の産地 
分離原 菌種 

IFM50023 青森県 小麦土壌 Fusarium equiseti 

IFM50097 奄美大島 サトウキビ土壌 Fusrium subglutinans 

IFM50127  沖縄県 サトウキビ土壌 Fusarium proliferatum 

33HT-01-02 岩手県 ハト麦 Fusarium incamatum 

33HT-01-24 岩手県 ハト麦 Fusarium sporotrichiodes 
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表 2. 蒸留水 1Lあたりの sucrose salt asparagine培地の組成 

 

  

化学物質 含有量 (g/L) 

 
Sucrose  200 

 

 
Asparagine 10 

 

 
Ca-panthothenate 0.01 

 

 
NaNO3 1 

 

 
MgSO4・7H2O 1 

 

 
KH2PO4 0.75 

 

 
ZnSO4・7H2O 0.1 

 

 
FeSO4・7H2O 0.01 

 

 
MnCl2・4H2O 0.001 

 

 
CuSO4・7H2O 0.001 

 

 
Co(NO3)2・6H2O 0.0001 

 

 
Na2MoO4・2H2O 0.001 

 

 
NiCl2・6H2O 0.001 

 

 
Na2B4O7 0.001 
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表 3. Fusarium属保存菌株の SSA培養液中のMON 産生量 
  

  

菌株番号 
分離原試料 

の産地 
分離原 菌種 

MON産生量

（mg/L） 

3週間 6週間 

1. IFM50127  沖縄県 サトウキビ土壌 Fusarium proliferatum 9.2 8.7 

2. IFM50003 秋田県 小麦土壌 Fusarium acuminatum < 0.2 < 0.2 

3. IFM50012 岩手県 小麦土壌 Fusarium avenaceum < 0.2 < 0.2 

4. IFM50013 岩手県 小麦土壌 Fusarium oxysporum < 0.2 < 0.2 

5. IFM50031  青森県 小麦土壌 Fusarium equiseti < 0.2 < 0.2 

6. IFM50036 青森県 小麦土壌 Fusarium longipes < 0.2 < 0.2 

7. IFM50051  北海道 小麦土壌 Fusarium sambucinum < 0.2 < 0.2 

8. IFM50055 北海道 小麦土壌 Fusarium tricinctum 3.6 3.6 

9. IFM50097 鹿児島県 サトウキビ土壌 Fusarium subglutinans < 0.2 < 0.2 

10. TSY0339 千葉県 マスクメロン Fusarium avenaceum < 0.2 < 0.2 

11. TSY0529 不明 茶畑土壌 Fusarium acuminatum < 0.2 < 0.2 

12. TSY0548 沖縄県 土壌 Fusarium camptoceras < 0.2 < 0.2 

13. TSY0552 小笠原 土壌 Fusarium equiseti < 0.2 < 0.2 

14. TSY0645  沖縄県 土壌 Fusarium subglutinans < 0.2 56.1 

15. TSY0664 不明 玄米 Fusarium verticillioides < 0.2 < 0.2 

16. TSY0717 国内 麦 Fusarium sp. < 0.2 < 0.2 

17. TSY0743 不明 生薬シャクヤク Fusarium poae < 0.2 < 0.2 

18. TSY0769 不明 カムカム果汁 Fusarium sp. < 0.2 < 0.2 

19. TSY0955 愛知県 備蓄米 Fusarium graminearum < 0.2 < 0.2 

20. NS0030 不明 リンゴ 
Fusarium   
    chlamydosporum 

< 0.2 < 0.2 

21. NS0115 福島県 モモ Fusarium proliferatum < 0.2 < 0.2 

22. NS0185 長野県 ブドウ Fusarium proliferatum < 0.2 < 0.2 

23. 33Ry-25-05 北海道 ライ麦 Fusarium avenaceum < 0.2 < 0.2 

24. 33Ry-25-13 北海道 ライ麦 
Fusarium  
    sporotrichiodes 

< 0.2 < 0.2 

25. 33HT-01-02 岩手県 ハト麦 Fusarium incamatum < 0.2 < 0.2 

26. 33HT-01-24 岩手県 ハト麦 
Fusarium  
    sporotrichiodes 

< 0.2 < 0.2 

27. 33HT-01-31 岩手県 ハト麦 Fusarium armeniacum < 0.2 < 0.2 

28. 33HT-10-07 タイ ハト麦 Fusarium incamatum < 0.2 < 0.2 
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図 1. 米培地でのMON 産生量の比較 
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A) 培養液から精製したMON の HPLCクロマトグラム 

 

 

 

B) Fusarium属菌株培養液中のMON産生量の推移 

 

 
 

                IFM50127 国産サトウキビ土壌由来 F. proliferatum 

               IFM50097国産サトウキビ由来 F. subglutinans  

 

 

図 2. SSA培地でのMON 産生量の比較 

IFM50097株 IFM50127株 

MON MON 
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                              機関名 国立医薬品食品衛生研究所 

 
                      所属研究機関長 職 名 所長 
                                                                                      
                              氏 名 合田 幸広         
 

   次の職員の令和４年度厚生労働科学研究費の調査研究における、倫理審査状況及び利益相反等の管理につい

ては以下のとおりです。 

１．研究事業名    食品の安全確保推進研究事業                                       

２．研究課題名   国内流通食品に検出されるカビ毒に対する安全性確保の方策の確立に資する研究                                        

３．研究者名  （所属部署・職名）  衛生微生物部第四室・室長                                

    （氏名・フリガナ）  吉成 知也・ヨシナリ トモヤ                               

４．倫理審査の状況 

  
該当性の有無  

有  無 

左記で該当がある場合のみ記入（※1） 

審査済み   審査した機関 未審査（※2） 

人を対象とする生命科学・医学系研究に関する倫理

指針（※3） 
 □   ☑ □ 

 
□ 

遺伝子治療等臨床研究に関する指針  □   ☑ □ 
 

□ 

厚生労働省の所管する実施機関における動物実験

等の実施に関する基本指針 
 □   ☑ □ 

 
□ 

その他、該当する倫理指針があれば記入すること 

（指針の名称：                   ） 
 □   ☑ □ 

 
□ 

（※1）当該研究者が当該研究を実施するに当たり遵守すべき倫理指針に関する倫理委員会の審査が済んでいる場合は、「審査済み」にチェッ
クし一部若しくは全部の審査が完了していない場合は、「未審査」にチェックすること。 

その他（特記事項） 
                                                 
（※2）未審査に場合は、その理由を記載すること。 
（※3）廃止前の「疫学研究に関する倫理指針」、「臨床研究に関する倫理指針」、「ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理指針」、「人を対
象とする医学系研究に関する倫理指針」に準拠する場合は、当該項目に記入すること。 

５．厚生労働分野の研究活動における不正行為への対応について 

研究倫理教育の受講状況 受講 ☑   未受講 □ 

６．利益相反の管理 

当研究機関におけるＣＯＩの管理に関する規定の策定 有 ☑ 無 □（無の場合はその理由：                  ） 

当研究機関におけるＣＯＩ委員会設置の有無 有 ☑ 無 □（無の場合は委託先機関：                 ） 

当研究に係るＣＯＩについての報告・審査の有無 有 ☑ 無 □（無の場合はその理由：                  ） 

当研究に係るＣＯＩについての指導・管理の有無 有 □ 無 ☑（有の場合はその内容：                 ） 

（留意事項） ・該当する□にチェックを入れること。 
                   ・分担研究者の所属する機関の長も作成すること。 



令和５年３月３０日 
                                               

  厚生労働大臣 殿 
                                                                                             
                  
                              機関名 国立医薬品食品衛生研究所 

 
                      所属研究機関長 職 名 所長 
                                                                                      
                              氏 名 合田 幸広         
 

   次の職員の令和４年度厚生労働科学研究費の調査研究における、倫理審査状況及び利益相反等の管理につい

ては以下のとおりです。 

１．研究事業名    食品の安全確保推進研究事業                                       

２．研究課題名   国内流通食品に検出されるカビ毒に対する安全性確保の方策の確立に資する研究                                        

３．研究者名  （所属部署・職名）  衛生微生物部第三室・室長                                

    （氏名・フリガナ）  渡辺 麻衣子・ワタナベ マイコ                                

４．倫理審査の状況 

  
該当性の有無  

有  無 

左記で該当がある場合のみ記入（※1） 

審査済み   審査した機関 未審査（※2） 

人を対象とする生命科学・医学系研究に関する倫理

指針（※3） 
 □   ☑ □ 

 
□ 

遺伝子治療等臨床研究に関する指針  □   ☑ □ 
 

□ 

厚生労働省の所管する実施機関における動物実験

等の実施に関する基本指針 
 □   ☑ □ 

 
□ 

その他、該当する倫理指針があれば記入すること 

（指針の名称：                   ） 
 □   ☑ □ 

 
□ 

（※1）当該研究者が当該研究を実施するに当たり遵守すべき倫理指針に関する倫理委員会の審査が済んでいる場合は、「審査済み」にチェッ
クし一部若しくは全部の審査が完了していない場合は、「未審査」にチェックすること。 

その他（特記事項） 
                                                 
（※2）未審査に場合は、その理由を記載すること。 
（※3）廃止前の「疫学研究に関する倫理指針」、「臨床研究に関する倫理指針」、「ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理指針」、「人を対
象とする医学系研究に関する倫理指針」に準拠する場合は、当該項目に記入すること。 

５．厚生労働分野の研究活動における不正行為への対応について 

研究倫理教育の受講状況 受講 ☑   未受講 □ 

６．利益相反の管理 

当研究機関におけるＣＯＩの管理に関する規定の策定 有 ☑ 無 □（無の場合はその理由：                  ） 

当研究機関におけるＣＯＩ委員会設置の有無 有 ☑ 無 □（無の場合は委託先機関：                 ） 

当研究に係るＣＯＩについての報告・審査の有無 有 ☑ 無 □（無の場合はその理由：                  ） 

当研究に係るＣＯＩについての指導・管理の有無 有 □ 無 ☑（有の場合はその内容：                 ） 

（留意事項） ・該当する□にチェックを入れること。 
                   ・分担研究者の所属する機関の長も作成すること。 



令和５年４月１９日 
                                               

  厚生労働大臣 殿 
                                                                                             
                   
                              機関名 東京農業大学 

 
                      所属研究機関長 職 名 学長 
                                                                                      
                              氏 名 江口 文陽           
 

   次の職員の令和４年度厚生労働科学研究費の調査研究における、倫理審査状況及び利益相反等の管理につい

ては以下のとおりです。 

１．研究事業名  食品の安全確保推進研究事業                                       

２．研究課題名  国内流通食品に検出されるカビ毒に対する安全性確保の方策の確立に資する研究                                         

３．研究者名  （所属部署・職名） 応用生物科学部・栄養科学科・教授                

    （氏名・フリガナ） 服部 一夫（ハットリ カズオ）                  

４．倫理審査の状況 

  
該当性の有無  

有  無 

左記で該当がある場合のみ記入（※1） 

審査済み   審査した機関 未審査（※2） 

人を対象とする生命科学・医学系研究に関する倫理

指針（※3） 
 □   ■ □ 

 
□ 

遺伝子治療等臨床研究に関する指針  □   ■ □ 
 

□ 

厚生労働省の所管する実施機関における動物実験

等の実施に関する基本指針 
 □   ■ □ 

 
□ 

その他、該当する倫理指針があれば記入すること 

（指針の名称：                   ） 
 □   ■ □ 

 
□ 

（※1）当該研究者が当該研究を実施するに当たり遵守すべき倫理指針に関する倫理委員会の審査が済んでいる場合は、「審査済み」にチェッ
クし一部若しくは全部の審査が完了していない場合は、「未審査」にチェックすること。 

その他（特記事項） 

                                                 
（※2）未審査に場合は、その理由を記載すること。 
（※3）廃止前の「疫学研究に関する倫理指針」、「臨床研究に関する倫理指針」、「ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理指針」、「人を対
象とする医学系研究に関する倫理指針」に準拠する場合は、当該項目に記入すること。 

５．厚生労働分野の研究活動における不正行為への対応について 

研究倫理教育の受講状況 受講 ■   未受講 □ 

６．利益相反の管理 

当研究機関におけるＣＯＩの管理に関する規定の策定 有 ■ 無 □（無の場合はその理由：                  ） 

当研究機関におけるＣＯＩ委員会設置の有無 有 ■ 無 □（無の場合は委託先機関：                 ） 

当研究に係るＣＯＩについての報告・審査の有無 有 ■ 無 □（無の場合はその理由：                  ） 

当研究に係るＣＯＩについての指導・管理の有無 有 □ 無 ■（有の場合はその内容：                 ） 

（留意事項） ・該当する□にチェックを入れること。 

                   ・分担研究者の所属する機関の長も作成すること。 


