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Ⅱ　微生物細胞を用いたマイコトキシンの毒性評価

1．はじめに
我々は様々な微生物に囲まれて生活している。その多くは動物にとって無害で

あるが，時として影響を及ぼすものも存在する。発酵・醸造に利用される酵母や
麹，納豆菌などは食生活に豊かさをもたらす一方で，代謝産物が不快・有害であ
る場合には腐敗・変敗菌と判断される。我々の生活に多大な影響を与えている代
謝産物の内，有用な物質としては Penicillium の産生する抗生物質ペニシリンが
有名であろう。しかし，負の影響を与える物質も存在する。その代表として挙げ
られるのがカビ毒（以降マイコトキシン）である。マイコトキシンとはカビの二
次代謝産物であり，ヒトや家畜等の経済動物，あるいはペットに対する毒性を有
する。抗生物質とマイコトキシンの違いは，こうした動物に対する毒性の有無や
選択性によって判断されている。その一例として挙げられるのは，ペニシリンと
同様に Penicillium 属菌が産生するパツリン（Patulin, PAT）である。この物質
は抗生物質としての可能性が検討されたが，動物に対する毒性が強いことからマ
イコトキシンに分類され，現在では規制対象物質となっている。マイコトキシン
はこれまで 300 種以上が報告されており，その構造は実に多様である。しかし，
ヒトの暮らしに大きな影響を与える程の汚染が報告されるのは，その中の一部で
ある。ここではそれらの主要なマイコトキシンに関して，過去の知見と我々の実
施した研究の結果から推察されるマイコトキシンの毒性メカニズムや毒性の低減
について述べる。（図 1）

図 1．本稿で取り上げたマイコトキシンの構造およびその由来・特性
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2．食品や作物を汚染する主要なマイコトキシン
＜アフラトキシン＞

マイコトキシンとして最も注目を浴びているのはアフラトキシン（Aflatoxin; 
AF）である。このマイコトキシンは肝臓癌を誘発することが知られており，自
然界で生み出される最も強い発癌性物質とされる。強いインパクトを与える物
質であるため，しばしばニュースにも取り沙汰されている。近年では 2008 年に
AF 汚染米（事故米）が食用に加工されて市場に出回るといった事件が報道さ
れ，大きな話題となった。このマイコトキシンを産生する Aspergillus 属菌（A. 
flavus, A. parasiticus, A. nomius 等）は世界各地に広く分布し，多くの農産物を
輸入する日本においては輸入米などの穀物，胡椒などの香辛料，各種ナッツ類で
の AF 汚染がしばしば報告されている。世界各地の家畜飼料を対象としたマイコ
トキシンの汚染実態調査では，アジア・オセアニア地域の飼料は日本国内の基準
値（10µg/kg）を上回る濃度で広範な汚染を示す一方，ヨーロッパ地域において
は汚染頻度や濃度が低いという報告がなされている 1）。同報告ではデオキシニバ
レノール（DON）やフモニシン（FUM），T-2 トキシンなども同様の傾向であ
ることが報告されており，温帯 - 熱帯地域の作物はマイコトキシン汚染リスクが
全体的に高いと想定される。実際にインドのコメの AF 汚染調査では７割近いサ
ンプルからアフラトキシン B1（AFB1）が検出されている 2）。多くの食品を輸入
に頼る我が国では，こうした AF 産生菌の混入に関する実態を把握すると共に，
AF 産生に適さない輸送・貯蔵環境を構築していく必要がある。AF には構造の
違いにより AFB1, AFB2, AFG1, AFG2, AFM1 など複数の構造体が存在するが，毒
性評価研究において AFB1 は他の AF の 10 倍以上の毒性を示すことから，最近
まで国内における規制対象の AF は AFB1 のみであった。そのため上述の事故米
混入事件で検出対象となっていたのは AFB1 であったが，2011 年からは食品健
康影響評価や国際動向等を鑑み，AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 の 4 種を「総 AF 類」
として一括で規制している。AFM1 は主に生体内の代謝作用で AFB1 から変換さ
れ，乳牛からミルク中へ移行したものが検出対象となっている。AFM1 は AFB1

より低毒性かつ含有量が低いため，今のところ規制の対象ではない。しかし，ミ
ルクやそれを原料とするチーズなどの製品は若年層が摂取する機会も多いため注
意を要する。AF の国内におけるリスク評価は 2009 年に終えているが，その後
に規制対象物質も増えているため，今後も継続した評価が求められる。

＜トリコテセン系マイコトキシン＞
AF よりも更に広範な汚染被害を引き起こすのがトリコテセン系マイコトキシ

ンである。トリコテセン類を産生するのは Fusarium 属菌などである。トリコテ
セン類は構造毎に分類されており，最も毒性の強いグループがタイプ A ，次が
タイプ B となっている。他にもタイプ C,D などが存在するが，主要な汚染マイ
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コトキシンはタイプ A および B である。タイプ A トリコテセンには T-2 トキシ
ン , HT-2 トキシンなどが含まれる。これらのマイコトキシンは非常に毒性が強
く重要であるが，検出量，頻度が少ないため，現在のところ日本では規制の対象
とはなっていない。タイプ B トリコテセンとしては DON, ニバレノール（NIV）
などが含まれる。これらのマイコトキシンは T-2 トキシン , HT-2 トキシンと比
べて低毒性であるが，最も頻繁かつ広範に麦類やトウモロコシなどを汚染するこ
とで，経済的に大きな損失をもたらす。また，これらのマイコトキシンを産生す
るカビは赤かび病を引き起こす作物病害菌であるため，マイコトキシン産生の有
無に関わらず非常に重要な防除対象カビである。この DON, NIV の産生過程で
は中間生成物として細胞内にアセチル化体が生成する。これはカビ自身の自家毒
性を低減させる意味があると考えられているが，動物等に対して強い毒性を示
し，高頻度な検出率を示す場合もあるため DON, NIV の誘導体も注目されてい
る。これらの誘導体は農林水産省や厚生労働省のモニタリング調査の対象となっ
ているが，国内における調査では DON, NIV と比べて低レベルの汚染である。
現在はタイプ B トリコテセンの中でも DON のみの基準値（1.1 mg/kg）が設け
られている。

＜パツリン＞
国内において基準値の定められたマイコトキシンは AF，DON の他にもう一

つあり，主に果実を汚染する Penicillium 属菌等の産生する PAT である。PAT
は AF やトリコテセン類と比べて検出率も低く，国内においては基準値（50µg/
kg）を上回る汚染も報告されていない。それにもかかわらずこのマイコトキシ
ンが規制されているのは，輸入されることも多い果汁飲料（特にリンゴ果汁）が
乳幼児に好まれるため，曝露の可能性が高くなることに起因している。PAT の
国内リスク評価は 2003 年に報告されている。

これら 3 種の主要なマイコトキシンの他にも AF と合成経路が共通するステリ
グマトシスチン（ST）やフモニシン（FUM），比較的毒性の強いオクラトキシ
ン（OT）等も食品や作物，飼料などを汚染している。（図 2）

図 2．マイコトキシン毎に異なる毒性発現メカニズム
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3．マイコトキシンの毒性
＜アフラトキシン＞

動物に対する曝露試験において，AF の急性毒性は肝細胞の壊死や変質として
表れる。また，細胞異常が誘発された結果，ラットでは慢性毒性として肝臓癌が
認められる。その他に精子の運動量減少やホルモン異常による生殖異常も報告さ
れている。ヒトにおいても動物と同様の影響が生じると考えられる。AF は体内
に取り込まれた後に代謝を受けて血清アルブミンと結合し，トランスポーターを
介して血中へと運ばれる。AFB1 の場合，肝臓および各細胞ではシトクロム P450

（CYP）を介して AFM1 や AFQ1, AFB1-8,9-epoxide に代謝され，特に AFB1-exo 
8,9-epoxide は DNA や RNA の付加体となることで毒性を発揮する。DNA, RNA
への付加は RNA 合成や RNA ポリメラーゼ活性の阻害を通じてタンパク質合成
を抑制する。更に肝臓や腎臓における小胞体の分解や細胞の壊死に繋がる。ま
た，肝臓におけるこの代謝プロセスで活性酸素種が生成され，毒性を示すこと
も示唆されている。これに関連して，肝臓のグルタチオン濃度の減少は AFB1 の
DNA への共有結合を増加させ，複数の酸化防止剤が AFB1 の DNA 結合性を抑
えることが報告されていることから，AF の毒性に対して抗酸化物質の摂取は有
効であると思われる。動物モデルにおける毒性低減に最も寄与しているのがグ
ルタチオン S トランスフェラーゼであり，エポキシド体を抱合して DNA への付
加を妨げることで毒性の発現を抑える 3）。ヒトへの毒性に着目すると，急性毒性
として嘔吐，発作，黄疸なども認められる。肝臓癌（Hepato-cellular carcinoma; 
HCC）のリスク要因には，AFB1 以外に喫煙や B 型肝炎ウィルス（hepatitis B 
virus; HBV）および C 型肝炎ウィルス（hepatitis C virus; HCV）の感染も挙げ
られるが，特に HBV 感染と AFB1 の恒常的な摂取が HCC のリスクを高める 4）。
これらの関連性が完全に明らかとなった訳ではないが，AF を恒常的に摂取して
いる場合，HBV 抗体のキャリアは HCC のリスクが高まるとされている。

＜デオキシニバレノール＞
トリコテセン系マイコトキシンの毒性は ribotoxic stress と呼ばれる。これは

RNA 機能を阻害する毒性を指しており，リボソームサブユニットへの結合によ
る翻訳阻害などの特徴が挙げられる。タイプ B トリコテセンとして最も毒性に
関する研究が進んでいるのは DON であるため，ここでは DON の情報を基準と
して話を進める。また，DON はタイプ A トリコテセンである T-2 トキシンより
も毒性が低いとされるが，曝露量が圧倒的に多い場合にはショック性の細胞死
を引き起こす 5）。これが生体では腹痛や不快感，下痢などの急性毒性として表れ
る。このような背景から，致死性は低いが嘔吐や食欲減退の誘発性は T-2 トキ
シンなどのような強毒性マイコトキシン以上である。下痢や食欲不振といった急
性毒性は体重の減少という慢性毒性影響として表れるため，家畜被害が大きいこ
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とを鑑みると経済上の大きな脅威である。DON とマイコトキシンの一種である
ゼアラレノンによって共汚染された場合，卵母細胞の質を低下させ，肝臓組織の
病理的変化を誘発する 6）。免疫学的には，DON の曝露が転写に関連するサイト
カインを誘導する。また，高濃度のトリコテセン曝露は白血球やマクロファージ
の細胞死を誘発し，免疫抑制を引き起こす 7）。DON の標的分子の一つは遺伝子
の翻訳を担う 60S リボソームサブユニットである 8）。DON 結合による翻訳阻害
は普段抑制的な制御を受けている mitogen-activated protein kinases （MAPKs）
を誘導し，MAPK 経路の誘導によってアポトーシスが引き起こされる。この一
連の流れが ribotoxic stress response と呼ばれる 9）。MAPK 経路は細胞死以外に
も免疫応答や細胞分裂，生体構成成分合成など，多くの機構を制御している。そ
のため MAPK 経路の制御変化は生体の免疫機構や細胞の維持・増殖に大きく影
響することになる。DON の動物に対する感受性はブタ > マウス > ラット > 鳥，
ウシとなっている 7）。ブタでは DON の細胞への吸収が速いことがその要因のよ
うである。ブタの DON 吸収は小腸に至るまでの短時間に進行する 10）一方，大
腸に至るまでには腸内細菌によって脱エポキシ化される 11）。脱エポキシ化され
た DON（de-epoxy DON; DOM-1）は DON よりも毒性が低くなる。生体内に取
り込まれた DON の多くは脱エポキシ化された形で糞尿と共に排出されているこ
とから，再び DON に変換される心配は少ない。このため，DON から DOM-1 へ
効率的に変換される腸内環境が DON の毒性低減に重要である。ブタのように吸
収が速いと，胃から十二脂腸付近において腸内フローラが効果的な働きをしない
場合には DOM-1 への変換が進まないため，DON の毒性が反映されやすいと考
えられる。反芻動物において感受性が低いのは，DON が腸内に留まる時間が相
対的に長いため，腸内細菌に代謝を受けて脱エポキシ化し易くなることが要因の
一つと考えられる。しかし，マウスの DON 吸収はブタよりも更に速く 12），感受
性傾向とは一致しない。このことは，生体ごとの DON に対する毒性影響が完全
には同一でないことを示唆している。また，感受性には生物種の他に品種間差，
環境差も影響する。これは DON を代謝・抱合しやすい腸内細菌叢や酵素を有し
ているか否かに大きく左右される。

＜パツリン＞
PAT の急性毒性はマウスにおいて消化管の出血や潰瘍などであり，慢性毒性

や催奇形性は認められていない。発癌性に関してもデータが不十分である。そ
の一方で数々の細胞種に対して DNA 合成に障害を及ぼすことが報告されてい
る。PAT は細胞膜表層の還元能を持つグルタチオンに結合することで，活性酸
素種への抵抗性を失わせる。本来還元されるべき活性酸素種が細胞内に溢れる
ことによって DNA 切断などの傷害が誘発され，細胞死を誘発する。一例とし
て，PAT はチャイニーズハムスターの線維芽細胞である V79 細胞に対する染色
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体異常誘発性を示すことが報告されており 13），V79 細胞を用いた試験において，
PAT 曝露は染色体複製開始に係る二本鎖 DNA 分離の異常により引き起こされ
る nucleoplamic bridges （NPB）と呼ばれる症状を引き起こすと同時に，DNA
の切断・損傷度を表す Tail DNA 量も増大する 14）。このほか NPB に近い様態の
染色体異常である Micronuclei（MN）も PAT によって誘導されるが，アスコル
ビン酸の添加が症状を緩和すると報告されている 15）。V79 細胞以外の報告とし
てはヒト結腸癌由来の Caco-2 細胞や分裂酵母 Schizosaccharomyces pombe に対
する PAT の影響を調査した報告があり，PAT が細胞膜を流動化させ透過性を
高めている 16），17）。これらをまとめると，PAT は細胞に対して染色体の異常な切
断及び修復異常を引き起こし，細胞の維持やストレス抵抗性に重要な細胞膜の恒
常性を失わせることで細胞死を引き起こすものと考えられる。（図 3）

図 3．DNAマイクロアレイを用いたマイコトキシン毒性評価の概要
マイコトキシンを曝露した細胞から遺伝子の発現を表す mRNA を抽出し，この mRNA
からラベル標識化された合成 RNA(aRNA) を作製して，各遺伝子の相補配列から成るプ
ローブセットを搭載したアレイチップとハイブリダイズさせる。ハイブリダイズされた
aRNA はシグナルとして検出され，シグナル強度から aRNA ≒ mRNA 量を計算してコ
ントロール条件と比較を行う。*Heat map は遺伝子発現量の比較結果であり，線状のイ
メージとして表された各遺伝子発現の比較結果を積み重ねた図である。
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4．DNA マイクロアレイによるマイコトキシンの毒性評価
＜ AFB1 の毒性影響＞

AFB1 の毒性低減試験としてグレープフルーツ果汁の摂取により AFB1 による
肝細胞の DNA 損傷が抑制されたとの報告 18）があり，この報告では肝臓におけ
る AFB1 の代謝不活性化を通じて毒性発現を抑制している事が示唆されている。
しかし，種々の毒性メカニズムに関する報告や同様の毒性緩和に関する報告か
ら，毒性低減には他の要素も貢献している可能性が考えられる。一つの可能性と
しては，3 章で述べたように AFB1 の毒性が抗酸化物質によって低減されるため，
その効果が表れたということである。このような毒性低減に向けたヒントを掴む
ため，我々は酵母 Saccharomyces cerevisiae の細胞を用いた AFB1 の曝露試験を
実施して毒性応答メカニズムの解明に取り組んだ 19）。この研究では，酵母細胞
において細胞壁のβグルカン生合成等に関与している MAPK 経路を抑制的に
制御している Ser/Thr フォスファターゼ 2C をコードする PTC1 遺伝子を欠失
した変異株（⊿PTC1）に対し，AFB1 の曝露試験を実施した。変異株を用いる
のは酵母細胞のマイコトキシン耐性を抑えるためである。酵母細胞には一部のマ
イコトキシンのトラップにも関与する厚い細胞壁や多剤耐性能を持つ細胞質膜上
の排出ポンプが存在するため，動物細胞と比べて抵抗力が強く，野生型株では細
胞内の応答反応を捉える事が困難である。これにより，酵母細胞を用いたマイコ
トキシン毒性評価においては変異株を用いる事が多い。さらに酵母細胞を用いる
利点として，酵母細胞が真核細胞の実験系モデルとされていること，全ゲノムが
解析されており，遺伝子破壊株のセットが入手可能であるためスクリーニングに
適している事等が挙げられる。また動物細胞は各器官に分化した細胞であるた
め，細胞株毎に異なる応答反応を示す可能性があり，一般性のあるメカニズムを
確認するには酵母のような細胞が適している。当該研究では，これに加えてマイ
コトキシンの細胞内への移行を促進する目的で低濃度のドデシル硫酸ナトリウム

（SDS）を培地に添加している。DNA マイクロアレイによる網羅的遺伝子発現解
析の結果，⊿PTC1 に対し AFB1 を 2 時間曝露させた細胞では，1200 余りの遺
伝子発現が変化した。（表 1）

遺伝子発現の変化を機能遺伝子群毎に分類すると，DNA の構成物質であるプ
リンの生合成経路遺伝子の発現抑制や DNA 修復関連遺伝子の発現誘導が見られ
た。これは動物細胞における DNA 損傷と同様の事態が酵母細胞の中で生じてい
ることを示唆している。また，この研究では解糖系や糖新生，TCA サイクル上
の遺伝子にもまとまった変化が見られた。（図 4）

これらの系の一連の流れを追うと，遺伝子発現の変化が糖新生を誘導する傾向
を示していた。さらに，糖新生と同時にイノシトール合成遺伝子が誘導されてい
た。イノシトールとは水溶性のビタミン様物質である。動物では肝臓に多く含ま
れ，LDL コレステロールを放出して脂肪肝を抑制する働きもある。脂肪肝も酸
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化ストレスを亢進する特徴があり，イノシトールはこれを解消することで抗酸化
にも寄与していると考えられる。酵母細胞において，イノシトールはスフィンゴ
脂質代謝経路へと送られる。スフィンゴ脂質代謝経路ではイノシトールリン酸
と phytoceramide から mannosyldiinositol phosphoryl -ceramide （MIP2C）が作
られる。MIP2C は細胞膜の主要な構成物質であり膜タンパク質の局在を左右す
る重要な物質である。ところが，phytoceramide の生合成経路上にある複数の遺
伝子は，AFB1 の曝露により発現が抑制されている。セラミドは膜タンパクの構
成成分であると同時にその他の細胞維持機能や細胞死シグナルの役割も持ってい
るため，シグナルの供給異常は細胞修復や分裂に異常を誘発する。先に述べたと
おり細胞膜上には多剤耐性トランスポーターが存在するものの，これらの影響に
より細胞の維持機能が有効に機能しないと推測される。他のマイコトキシンに
関する報告として，動物細胞に対するフモニシン B1 （FB1）の曝露によってセラ
ミド合成阻害が引き起こされ，スフィンゴ脂質代謝経路の異常によって DNA 合
成を補助する葉酸を取り込むためのトランスポーターが機能しない例 20）がある。
AFB1 の毒性評価においても，FB1 同様にスフィンゴ脂質代謝経路の観測から細
胞の損傷や修復プロセスに関連する情報を取得可能であろう。上述のグレープフ
ルーツはイノシトールを豊富に含んでいる果物であり，スフィンゴ脂質代謝経路

Ensembl 遺伝子名 遺伝子発現
変化量（倍） コードタンパク質 機能分類

YGL234W ADE5,7 0.42 Aminoimidazole ribotide synthetase

　プリン
　塩基合成

YLR359W ADE13 0.51 Adenylosuccinate lyase
YGR061C ADE6 0.45 Formylglycinamidine-ribonucleotide, (FGAM)-synthetase 
YDR226W ADK1 0.56 Adenylate kinase
YNL220W ADE12 0.46 Adenylosuccinate synthase
YDR454C GUK1 0.59 Guanylate kinase
YHR216W IMD2 0.02 Inosine monophosphate dehydrogenase
YLR432W IMD3 0.34 Inosine monophosphate dehydrogenase

YGR258C RAD2 1.83 Subunit of Nucleotide Excision Repair Factor 3

　DNA
　修復

YER162C RAD4 2.36 Subunit of Nuclear Excision Repair Factor 2 (NEF2)
YJR052W RAD7 1.54 Subunit of Nucleotide Excision Repair Factor 4 
YMR201C RAD14 1.69 Subunit of Nucleotide Excision Repair Factor 1 (NEF1)
YBR114W RAD16 2.88 Subunit of Nucleotide Excision Repair Factor 4
YPL153C RAD53 1.84 Protein kinase
YGL058W RAD6 1.52 Ubiquitin-conjugating enzyme (E2)
YJR035W RAD26 1.64 Homolog of human CSB protein
YDR030C RAD28 3.42 Homolog of human CSA protein
YER095W RAD51 1.57 Strand exchange protein
YGL163C RAD54 3.04 DNA-dependent ATPase
YDL059C RAD59 1.83 Homolog of Rad52p

表 1．アフラトキシン B1 曝露による酵母⊿PTC1 細胞の遺伝子発現変化
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の正常化に影響することで細胞分裂のシグナル正常化に一役買っているのかもし
れない。また，DNA 付加体を形成する AFB1-exo-8,9-epoxide は CYP3A による
代謝を受けることで生成されるが，グレープフルーツの成分であるフラノクマリ
ン類は CYP3A を不活性化する 21）ことから，アスコルビン酸の抗酸化，スフィ
ンゴ脂質代謝経路の正常化，CYP3A 不活化という複合的な影響が AFB1 の毒性
を低減しているものと思われる。（図 5）

図 4．アフラトキシン B1 の曝露と酵母の糖代謝経路遺伝子の遺伝子発現変化
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＜ DON, NIV 及びその誘導体の毒性比較＞
タイプ B トリコテセンの毒性情報や基準値設定は，主に DON, NIV を対象と

して議論されている。しかし，その中間生成物であるアセチル化体の汚染実態は
気候変動に影響されて変化しており，国外の汚染調査ではアセチル化体が DON, 
NIV に近い汚染量を示す地域も散見されるため，アセチル化体の毒性に関する
情報集積も求められている。主に注目されているのは，取り込まれたアセチル化
体が生体内で脱アセチル化され，最終産物である DON,NIV と同様の毒性リスク
を生じる可能性である。しかし，腸管上皮細胞のように代謝を受ける前にアセチ
ル化体に曝されるリスクのある細胞にとって，アセチル化体そのものの毒性情報
も重要である。動物細胞を用いた試験では毒性の強さのみに着目した比較試験が
多いが，毒性メカニズムに違いがある場合には，アセチル化体のリスクを慎重に
検討する必要がある。そこで我々は再び酵母細胞を用いた DNA マイクロアレイ
による遺伝子発現解析を実施した 22）。ここでは酵母の細胞膜表面に局在する多
剤耐性トランスポーター遺伝子 PDR5 の変異株⊿PDR5 を DNA マイクロアレ
イに使用した。この細胞は DON, 15 アセチル DON（15AcDON）, 4AcNIV に対
して感受性を示す一方，3AcDON, NIV には感受性を確認できなかった。DNA
マイクロアレイの結果から毒性の特徴を調べたところ，顕著に変化していたのは

図 5．アフラトキシン B1 の曝露とスフィンゴ脂質代謝経路遺伝子の遺伝子発現変化
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タンパク質合成遺伝子群であった。これは翻訳阻害に関連した遺伝子発現の変化
と考えられた。その他に特徴的な変化を示したのはトリコテセンの標的ともなり
得るリボソームの合成遺伝子群であった。興味深いことに，細胞質に局在するリ
ボソーム合成遺伝子群では DON, 15AcDON, 4AcNIV の曝露によって発現が誘
導されている反面，ミトコンドリアのリボソーム合成遺伝子群は発現が抑制され
た。（図 6）

トリコテセン系マイコトキシンのモデルとしてトリコテシンを曝露した酵母細
胞においてリボソーム合成遺伝子群が大きく変動することは報告されていたが，
我々の研究では遺伝子発現変化の傾向が細胞内局在によって正反対になっている
ことを示唆した。この特異的な変化との関連を持つと想定されるのが DON 曝露
と細胞死の関係である。マイクロアレイ解析ではシステインプロテアーゼをコー
ドする遺伝子 MCA1 の発現も DON などによって誘導されていた。この遺伝子
は細胞周期の G1/S 期を促進する働きがあり，G1/S 期細胞の数は減少し，結果
として G2/M 期にあたる産物が集積する。この特徴はトリコテセン系マイコト

図 6．タイプ Bトリコテセン曝露とリボソーム合成遺伝子群の発現変化
プロットはリボゾーム合成遺伝子の各遺伝子がマイコトキシン曝露によって示
した発現量の変化を表す。
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キシンの毒性である G2/M arrest に一致する。また，MCA1 の欠損変異株では
短期的に細胞の生存率が上昇する。そのため，この試験で検出された MCA1 の
発現誘導は細胞死（多細胞生物ではアポトーシスに相当）を誘発すると考えられ
る。細胞死メカニズムの一つとして，ミトコンドリア内で電子伝達に働いている
シトクロム C が細胞質へ放出され，これがカスパーゼ 8 のイニシエーターとさ
れる Mca1p の活性を上昇させることで細胞死が誘導される。この結果，細胞質
における細胞分解酵素生成やストレス応答遺伝子の活性化が起こる反面，同時期
にミトコンドリアの呼吸鎖は断たれ，活性が下がっている可能性が考えられる。
DNA マイクロアレイによる遺伝子発現変化の網羅的解析は，個々の遺伝子発現
の変化量を測定するツールとしてはノーザンブロット解析やリアルタイム PCR
解析に劣るものの，機能遺伝子群全体の発現傾向を掴むことに長けている。これ
までトリコテセン系マイコトキシンが G2/M 期停滞を引き起こすことは報告さ
れていたが，その作用機序は深く調べられていなかった。本研究から得られた特
徴的な遺伝子発現変化のデータは，そうした毒性症状の作用機序を明らかとする
ための一助となるであろう。（図 7）

＜ PAT の毒性を抑える抗酸化作用＞
PAT は細胞膜上に存在し，抗酸化機能を担っているグルタチオンに結合し，

図 7．Mca1p による細胞周期の調節と細胞死の誘導
細胞周期右の赤矢印は G1/S 期の活性化を表し，G1/S 期に留まる細胞数は減少する。
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細胞の抗酸化能を低下させる。これにより細胞内の活性酸素種が増加し，DNA
に対する傷害やアポトーシスを誘導して細胞を傷つけるとされている。そこで，
毒性緩和に関する情報を取得するために，我々は酵母の酸化還元酵素スーパーオ
キシドジスムターゼ 1（SOD1）を欠損した変異株⊿SOD1 を用いた試験を実施
した。これにより，酵母細胞においても PAT の毒性を確認する事が出来る。当
該研究において，我々はカテキンやケイ皮酸メチル，没食子酸，L- システイン
などの抗酸化物質を培地に加え，生育遅延の改善効果や DNA 発現量の変化を
観察した。この中で顕著な生育改善効果を示したのがアスコルビン酸であった。
アスコルビン酸はビタミン C として認知されている一般的な抗酸化物質であり，
柑橘類の果汁にも豊富に含まれている。前章で述べたとおり，チャイニーズハ
ムスター V79 細胞の実験系においてもアスコルビン酸が染色体異常を緩和して
おり，酵母でも同様の結果が得られた。また，DNA マイクロアレイによる網羅
的遺伝子発現解析から，アスコルビン酸を同時に添加した PAT 曝露条件の酵母
細胞では，DNA ダメージ応答遺伝子や DNA 修復遺伝子の発現量の変化が PAT
のみを曝露した条件と比べて抑えられた 23）。これはアスコルビン酸の抗酸化作
用によって細胞内の活性酸素種が抑えられたために DNA ダメージが抑えられた
ことを示唆している。また，鉄代謝系の遺伝子が変化し，多くの場合アスコルビ
ン酸の添加によって PAT 曝露由来の遺伝子発現変化が抑えられた。（図 8） 

図 8 ． パツリン（PAT）曝露及びアスコルビン酸 (AsA) 添加条件における
DNA 修復遺伝子群の発現変化

PAT(-), AsA(-) = control=1 倍として，各条件における遺伝子発現変化を表示。
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酵母の細胞膜上には 3 価の鉄イオンを取り込むトランスポーターと 2 価の鉄イ
オンを取り込むトランスポーターが存在し，PAT の曝露によって 2 価の鉄イオ
ントランスポーターの発現が抑制されていた。また細胞質内では 3 価となった鉄
イオンが 2 価に変換されてミトコンドリアに取り込まれ，鉄硫黄クラスターが形
成され，再び細胞質に放出されてクラスターを完成させるが，ミトコンドリア内
の鉄硫黄クラスター形成遺伝子も発現が抑制されていた。これにより細胞内の酸
化還元状態の更なる悪化が引き起こされ，活性酸素種の増加に繋がるのではない
かと考えられた。動物細胞において観察されている NPB や MN といった染色体
の切断を伴う異常にも，これと同様のメカニズムに起因する酸化還元状態の変化
が影響しているものと思われる。では，動物における毒性症状と酵母細胞内の影
響はどのようにリンクしているのか？（図 9）

ヒトや動物において，鉄は 3 価のイオンとして摂取されて腸管へと至る。同様
にマイコトキシンも十二指腸を始めとする腸管上皮細胞に到達する。動物は 3 価
の鉄イオンを取り込む事が出来ないが，腸管上皮細胞表面には 3 価の鉄を 2 価に
還元し，細胞内に取り込む仕組みが存在する 24）。この 2 価の鉄イオンは更に門
脈中へ放出された後，3 価の鉄イオンに変換されてトランスフェリンによって各
種組織や臓器へと運ばれるのである。しかし，PAT の毒性によって腸管上皮に
おける還元力が低下すると，鉄イオンは 3 価のまま還元されず，鉄欠乏の症状を
呈すものと考えられる。酵母細胞における鉄代謝遺伝子の変化もこれと同様に細
胞表面の還元力低下に起因する症状であると推測される。一方アスコルビン酸は
還元作用を有するため鉄イオンを 2 価に還元し，細胞内に取り込み易くする効果
がある。（図 10）

図 9 ． 酵母細胞内における鉄イオン代謝とパツリン（PAT）及びアスコルビン酸
（AsA）の影響
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実際に，ヒトリンパ球系の培養細胞である U-937 細胞では，アスコルビン酸
の添加によって 2 価鉄イオンの取り込みが増加する 25）。チャイニーズハムス
ターの V79 細胞におけるアスコルビン酸の添加効果もこうした還元作用が影響
しているものと思われ，酵母細胞のみならず動物細胞における鉄代謝異常にも有
効性を示す可能性が高い。我々の知見と過去の報告をまとめると，PAT の曝露
に起因する鉄代謝異常に関してはアスコルビン酸の存在によって緩和される。し
かし，動物細胞および酵母細胞においても，アスコルビン酸の添加のみによる完
全な回復は観察されていない。これは V79 細胞の報告でも，我々の遺伝子発現
変化のデータからも確認できる。鉄取り込みに関連する遺伝子の発現変化異常も
ある程度残ったままとなっている。PAT の毒性を完全に抑えるため，こうした
遺伝子に着目すると毒性メカニズムの解明を進める助けになるだろう。しかし，
PAT の研究において，酵母細胞で検出されたミトコンドリアにおける鉄硫黄ク
ラスター形成遺伝子の変化に対して動物における対応したデータが無い。これは
マイコトキシンの毒性評価に用いる動物細胞が分化した組織に由来するため，マ
イコトキシンの直接的な攻撃対象となる腸管上皮細胞や，染色体異常など特定の
症状を観察しやすい細胞が研究対象となりやすいことに起因している。動物細胞
を用いた試験の場合，鉄代謝異常のような一連の流れは複数の組織を横断的にモ
ニタリングする必要があるが，これは培養細胞試験では再現できず，時として見
逃される可能性がある。このような面から，酵母細胞のような基礎的な細胞試験

図 10 ． 生体内鉄イオンの取り込み機構におけるパツリン（PAT）の阻害作用と
アスコルビン酸（AsA）による緩和
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系を用いる試験でも，動物細胞試験では補いきれない知見を獲得する事が可能と
考えられる。

5．藻類を用いたマイコトキシンの毒性評価
マイコトキシンの毒性は主としてヒトや家畜等の経済動物，あるいはペットへ

の影響を想定して調査されている。しかし，マイコトキシンの動物に対する毒性
というものは，カビのライフサイクルに対して必須の存在ではない。その生存・
繁栄に必須の生体は寄生対象となる植物である。実際に小麦赤かび病の原因菌
も産生する DON が葉片の白化や根の伸長抑制に影響している事が報告されてお
り，一方で，植物体の防御応答に呼応してマイコトキシンの産生が開始するとい
う報告も上がっている。つまり，繁殖に適した環境を整えるためにマイコトキシ
ンが細胞傷害を誘発し，植物の防御応答を無効化している可能性がある。現在ま
でのところ，こうした寄生メカニズムとマイコトキシンの役割に関する研究の情
報は限られているが，今後多くのマイコトキシンについてメカニズムが明らかに
なっていくだろう。では，植物体は為す術もなくカビに寄生されるのかという
と，そうではないようだ。植物が体外へ放出する防御応答物質の一種としてグル
コシルトランスフェラーゼが挙げられる。この酵素はマイコトキシンにグルコー
スを結合させる働きがあり，グルコシド化されたマイコトキシンは元のマイコト
キシンと比べて大幅に毒性が下がるという報告がなされている 26）。これまで検
出技術が確立していなかったためにグルコシド体の存在は注目されていなかった
が，近年複数のマイコトキシンにグルコシド体が存在することが示唆されてい
る。今後動植物に対する影響の評価も進むであろう。

では，こうした防御応答機構以外にマイコトキシンの毒性に作用する要因は存
在しないのであろうか？マイコトキシンの挙動は化学構造に左右される面が多い
ため，基本的には生物種を問わずその毒性メカニズムは共通している。一方で，
植物組織として最も特徴的と言えるのは光合成や光感受性に関わるメカニズムで
あるが，これらの機構は動物細胞に存在しないため，マイコトキシンがどのよう
に影響するのか評価が進んでいない。そこで，我々は光感受性や光合成研究のモ
デル細胞として用いられている単細胞の微細藻類であるクラミドモナスに対する
マイコトキシンの毒性を調査している。これは Alexander ら 27）が以前クラミド
モナスを使用した実験系でトリコテセン系マイコトキシンの毒性評価を実施して
おり，利用可能と思われたためである。また，モデル生物でもあるため組換え体
の入手容易性や近年光合成関連遺伝子群を網羅的に搭載したマイクロアレイチッ
プも報告されたこと，さらには高等植物と異なり藻類であるため，細胞が均質で
培養も短期間で済むことが利点である。更にクラミドモナスが藻類の中でも優れ
ているのは，光条件を失っても培地から栄養を取り込み生育する事が出来るヘテ
ロトロフであり，光合成関連の機能を欠損しても細胞の維持が可能な事である。



31

この特徴は完全暗所条件におけるマイコトキシン曝露試験が実施可能なことを意
味しており，光合成経路の働かない植物細胞におけるマイコトキシンの曝露影響
を評価可能ということである。実際に光条件の有無を設定してタイプ B トリコ
テセンの曝露試験を実施したところ，光条件の有無によらず感受性の傾向は一致
した。（図 11）

次に光の波長について着目した。クラミドモナスはクロロフィル a, b を持っ
ており，一般的な高等植物と同様である。また，これらのクロロフィルは 450-
470nm 付近の青色光及び 660nm 付近の赤色光を効率的に利用する。我々はこれ
らの波長域に対応した LED 光と，コントロールとして白色 LED を準備し，さ
らに赤：青＝ 3：1 のミックス光それぞれを光条件としてマイコトキシンの曝露
を実施した 28）。しかし，波長ごとの増殖効率は異なるものの，マイコトキシン
に対する感受性の傾向に大きな変化は見られなかった。光の有無および波長の変
化が感受性の傾向に変化を示さなかったことで，マイコトキシンの曝露影響は光
合成系にはまったく影響していないものと考えたが，一部のマイコトキシンの感
受性が大きく上がっている事を見出した。光の有無や波長帯の違いではなく，光
の強さの変化がマイコトキシン感受性に影響するかもしれないということが想定
され，光の強さを変化させた曝露試験を実施し，4AcNIV や 15AcDON などは光
強度が強まると感受性が高くなる傾向を示した（ここで言う光強度とは光合成光
量子束密度と呼ばれるもので，光合成に利用される 400 ～ 700nm の波長帯の放
射照度に係数を掛けて波長ごとに算出する数値であり，目視による明るさとは異
なる）。これが他の植物細胞でも再現される現象であるならば，作物の栽培環境
における光条件の影響がマイコトキシン抵抗性を変化させ，カビの感染を誘発，
あるいは抑制するかもしれない。光の強さは植物の生長だけでなくストレスにも
関わる重要なファクターである。こうした研究もまた，作物の栽培現場における
カビ感染の低減に役立てるものと考えている。（図 12）

6．おわりに
近年，国内はもとより世界各地で極端な気象現象が頻発しており，農産物の安

定的な栽培に悪影響を与えている。また，新興国の消費拡大や農地の劣化によっ
て，安価で良質な農産物の安定供給にも問題が生じ始めている。このような状況
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が，国産・輸入を問わずマイコトキシン汚染農産物の流通する可能性を，若干な
がら高めつつある。また，地産地消やインターネットの発達によって，メジャー
な流通経路を経ないで取引される農産物も増えている。これらはマイコトキシン
汚染の実態が調査されていないため，消費者のマイコトキシンの曝露リスクを増
加させ，リスクファクターを複雑化させている。これを解決するためには消費者
自身が正しい情報を認識した上で，それらのリスクと向き合う必要がある。マイ
コトキシンの毒性やその低減に関する情報の提供は，今後消費者のリスク管理に
資する判断材料になると考えている。

 （応用微生物研究領域　微生物評価ユニット　鈴木　忠宏）
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