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アフラトキシンは Aspergillus flavus Link および A. 
parasiticus Spear などの糸状菌により産生されるマイ 

コトキシンであり，強い毒性と発癌性を有している．
これらの糸状菌がトウモロコシ，ラッカセイ，ナッツ
類などの農産物上で繁殖した場合にはアフラトキシン
汚染の原因となることがある 1） 2）．
アフラトキシン産生菌の一次汚染源は圃場の土壌

中にあるとみなされるため 3）， A. flvusおよび A. par‒
asiticusの分布に関して多くの研究が行われ，熱帯お
よび亜熱帯地域の土壌中における生息密度が特に高い
ことが明らかになっている 4） 5） 6）．また，農産物のア
フラトキシン汚染と土壌中における A. flavus 菌数との
関係，A. flavus の系統および地理的分布など生態学的
研究が行われている 7） 8） 9） 10） 11） 12）．
わが国において最初に大規模に行われたアフラトキ
シン産生菌の分布調査では 13） 14），A. flavus の分離頻 

度は九州，沖縄など南西部で高く，アフラトキシン産
生株の分布の限界線と年平均気温の等温線がかなり高
い相関を示しているとされた．その後も，九州15）や
沖縄県 16）における A. flavus および A. parasiticus のア
フラトキシン産生株の検出が報告された．これに対 

して，Takahashi17） 神奈川県内の圃場の調査において
A. flavus のアフラトキシン産生株を分離し，Ito and 

Goto18）は静岡県の茶園土壌からアフラトキシンを産
生する A. flavus group 菌を分離した．このようにア
フラトキシン産生を示す A. flavus が関東地域でも分
離されたことから，アフラトキシン産生株の分布は，
1970 年代の調査よりもさらに広がっていることが推
測される。
本研究において，千葉県および茨城県内の畑土壌お
よびビニルハウス（以下ハウス）内の土壌中における
アフラトキシン産生菌の分布調査の結果，これらの地
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域の畑土壌中にも A. flavus および A. parasiticus が分
布することが確認されたので報告する．

実験方法

本報告は 1988 年から 1991 年にかけて，茨城県お
よび千葉県の畑土壌について行われた調査ならびに
2005 年に茨城県の畑土壌について行った調査の結果
をまとめたものである．

土壌試料
土壌試料は，1988～ 1991 年の調査では，茨城県
および千葉県内の畑から合わせて 91 点を採取した．
1990～ 1991 年には畑 59 点に加えてハウス内からも
51点を採取した．なお，ハウス内の土壌については，
それらに隣接する圃場の土壌も採取して比較した．
2005 年の茨城県内の調査では，1988～ 1991 年の調

査地に含まれていなかった一地域の畑土壌 25 点につ
いて調べた．

土壌試料におけるアフラトキシン産生菌の分離
土壌試料中のアフラトキシン産生菌の分離は希釈平

板法によって行った．
1988～ 1991 年の調査では，土壌試料 30 g を 100 

mlの滅菌水に加え，30 分間，数回手で振り混ぜてけ
ん濁し，けん濁液 1 ml をさらに 49 ml の滅菌水に加
えてけん濁した．この希釈けん濁液を 5 枚のペトリ皿
に 1 ml ずつ取り，溶融培地を注いで混合し固化させ
た．培地の組成は，麦芽寒天（Difco）45 g，NaCl 30 

g，クロラムフェニコール 30 mg，ローズベンガル 30 

mg，6－ジクロロ－ 4－ニトロアニリン 1 mg および
1,000 ml の 脱 イ オ ン 水 で あ る．な お，本 培 地 は 

A. flavus の分生子形成が良好で A. flavus の分離に適し
ている培地である．
ペトリ皿を 25℃で 5 日間培養したのち，出現した

コロニーのうち分生子の色調などから A. flavus と思わ
れるコロニーを数えるとともに，土壌試料あたり 3個
ないしは 3 個以下の場合は全コロニーを，また 3 個以
上の場合は，そのうちの 3 個のコロニーを選んで，同
定およびアフラトキシン産生性を調べた．
2005 年の調査では，土壌試料 10 g を 90 ml の滅菌

水 で け ん 濁 し，け ん 濁 液 の 10 倍 希 釈 液 1 ml を
DYSG 培地 19）で 7 日間まで培養して，生育してきた A. 
flavus および A. parasiticus を分離した．

分離菌株の同定は，Raper and Fennell20）および Klich 

and Pitt の分類書によった．

分離菌株のアフラトキシン産生性試験
1988～ 1991 年の調査では，A. flavus 分離株を 300 

mlの三角フラスコを用いて，150 ml の YES培地（酵
母エキス（Difco）20 g， ショ糖 200 g および脱イオン
水 1,000 ml ）で 25℃，7 日間静置培養したのち，培
養ろ液 100 ml を等量のクロロホルムで抽出した．抽
出液を無水硫酸ナトリウムで脱水し，その 50 ml を
Kamimura et al.22） の方法を多少改変した方法により
Florisil カラムで精製した．溶出液をロータリーエバ
ポレーターで減圧濃縮し，その残渣を 2 ml のベンゼ
ン－アセトニトリル（98: 2, v/v）に溶かし，薄層クロ
マトグラフィーで分析した．抽出液はシリカゲル薄相
プレート（Merck: Art. 5721）に塗布しトルエン－酢酸
エチル－ 90 ％ギ酸（60: 10: 1, v/v/v）で展開したのち，
TLC スキャナー（島津製作所製 CS‒920 型）を用いて
定量した．
2005 年の調査では，アフラトキシンの分析は Yabe 

et al.23） のチップ培養法に準じて菌株の培養および抽
出を行った．
すなわち，0.01 ％の Tween 80 水溶液 10 ml で調製

した供試菌株の胞子けん濁液 10μl を先端に少量のシ
リコンウールを詰め，パラフィルムで閉じた 1 ml容
のピペットマンチップ中の YES 液培地（240μl）に加
え，28℃，7 日間培養した．培養後，チップ先端のパ
ラフィルムを取り除き，2 ml 容の遠心用プラスチッ
クチューブに入れ，2,000 rpm，20 秒間遠心分離した．
遠心ろ過により，遠心用チューブに移った培養ろ液 

100 μl に等量のクロロホルムを加え，ミキサーで振
とう混合したのち，2,000 rpm，20 秒間遠心分離した．
このクロロホルム層を 10 ml 容のガラス製遠心チュー
ブに移し，窒素ガスを吹き付けてクロロホルムを除き
抽出物を得た．得られた抽出物を二つに分け，定性お
よび定量分析に供した．
薄層クロマトグラフィーによる定性分析は，上述の
方法と同様に Merck 製シリカゲル薄層プレートを用
いて行った．定量分析は，抽出物を無水トリフルオロ
酢酸で TFA 化し，高速液体クロマトグラフ（Agilent

製 1100 Series 型）を用い，蛍光検出器（励起波長  

330 nm，蛍光波長 450 nm ）で検出した．カラムは関
東化学製 Lichrospher RP‒18（e），移動相は 52 ％メタ
ノール，流速 0.5 ml/min，カラム温度は室温の条件 で
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分析した．

実験結果および考察

土壌中のアフラトキシン産生菌の分布
1988～ 1991 年および 2005 年の両調査において，
千葉県および茨城県の畑ならびにハウス内の土壌から
A. flavus が検出され，2005 年には A. flavus および
A. parasiticus が検出された．
アフラトキシン産生菌の検出頻度を調査年度別に
みると（表 1），1988～ 1989 年の調査では，土壌試
料 79点中 A. flavus が 11 試料から検出され，畑に加え
て，ハウス内の土壌についても調査した 1990～ 1991 
年においては畑土壌 59 試料のうち 33 点から，ハウス
内土壌 51 点のうち 21 点から A. flavus が分離された．
すなわち，1988～ 1989 年の調査では茨城および千葉
各県の土壌試料からの検出率はそれぞれ 12.5 ％およ
び 11.4 ％，1990～ 1991 年の調査では，試料全体でみ
ると茨城県 23.2 ％，千葉県 37.0 ％であった．このう
ちハウス内の試料についてみると，茨城県 27.6 ％，
千葉県 59.1 ％と，ハウス内土壌での検出率が高い傾
向が見られた．
2005 年の茨城県内の 25 点の土壌試料では 10 試料

から A. flavus が分離されたが，そのうちの 1 試料から
は A. flavus とともに A. parasiticus も分離された．

A. flavus および A. parasiticus 分離菌株のアフラ
トキシン産生性
1989～ 1991 年 の 調 査 に お い て，分 離 さ れ た 

A. flavus 101 菌株のアフラトキシン産生性を調べた結
果，茨城および千葉県の土壌試料からアフラトキシ
ン産生株 8 菌株が検出され，2005 年の調査において
茨城県内の畑土壌から分離された A. flavus および A. 
par‒asiticus 各 1 菌株がアフラトキシンを産生した（表
2）．1989～ 1991 年に分離された 8 菌株のうち 6 株は
アフラトキシン B1および B2を産生し，2 菌株はこれ
に加えて G グループのアフラトキシンも産生した．
また，2005 年に分離された A. flavus は B1および B2，
A. parasiticus では B1，B2，G1 および G2 のアフラトキ
シン産生が認められた（表 3）．
以上の結果から，分離頻度は低いながらも，茨城お
よび千葉県内の畑土壌中にもアフラトキシン産生性の
A. flavus および A. parasiticus が分布していることが明
らかになった．
わが国において最初に広範囲に行われた土壌中のア
フラトキシン産生菌の分布に関する研究結果から， A. 

表１　畑およびビニルハウス内土壌におけるAspergillus flavus およ
びA. parasiticus の分布

調査年 県 土壌
試料数

A. flavus検出
試料数

A. parasiticus
検出試料数

1988～ 1989 茨 城 56  7 　 ND＊＊

千 葉 35  4 ND
1990～ 1991 茨 城 56（29）＊ 13（8） ND

千 葉 54（22） 20（13） ND
2005 茨 城 25 10 1

＊（　）内はビニルハウス； ＊＊Not detected.

調査年 県
アフラトキシン
産生菌検出
試料数

アフラトキシン産生性菌株
検出試料数

A. flavus A. parasiticus
1988‒1990 茨 城 20 4    ND＊

千 葉 24 4 ND
2005 茨 城 10 1 ND

表２　土壌試料からのアフラトキシン産生性 Aspergillus flavus および
A. parasiticus 菌株の検出

＊Not detected.
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flavus の分布は年平均気温 16℃付近に境界線があるの
ではないかと報告14）されて以来，年平均気温がこれよ
りも低い茨城県など北関東の土壌中にはアフラトキシ
ンを産生する A. flavus および A. parasiticusは分布し
ないのではないかと考えられてきた．しかしながら，
2004 年の Takahashi15）の神奈川県内の畑土壌からの A. 
flavus の分離報告に続いて，本研究においても茨城お
よび千葉県内の土壌中に A. flavus および分離頻度は低
いながらも A. parasiticus が分布することが確認され
たことから，以前の調査では試料数が少ないなどの理
由で検出されなかたことも考えられるが，分布が年平
均気温 16℃以下の地域にも広がりつつあるとも推測
される．
現在まで，国産農産物におけるアフラトキシンの自

然汚染例の報告はほとんど見られないが，初期の調査
時よりも分布地域の広がりがみられることや，東南ア
ジアなどアフラトキシン汚染が高頻度で生じている熱
帯地域からの農産物輸入の増加，長期的にみればいわ
ゆる地球温暖化によって，アフラトキシン産生性菌株
の生息密度が上昇して行くことも考えられるため，今
後とも分布域や生息菌数の調査が必要と思われる．

要　　約

アフラトキシン産生菌 Aspergillus flavus および A. 
parasiticus の茨城県および千葉県内の畑土壌における
分布を調査した結果，茨城県では調査土壌の 22.4 ％，

千葉県では 27.0 ％から A. flavus が分離され，A. par‒
asiticus が茨城県内の土壌 1 試料から分離された．分
離菌株のアフラトキシン産生について調べた結果，   
A. flavus 9 菌株および A. parasiticus 1 菌株がアフラト
キシンを産生した．
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