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Abstract
Aflatoxin B1 (AFB1) is the most potent carcinogenic and toxic substance among many kinds of mycotoxins.  We did screening

for AFB1 degradation activity from some edible mushrooms. When AFB1 was incubated with culture medium of each edible

mushroom at 30℃ for 5 days, amount of AFB1 remarkably decreased; instead, another fluorescent substance was newly formed,

which was placed under AFB1 on thin layer chromatography plate. The same degradation activities were also observed when cul-

ture media of Pleurotus ostreatus strains were used. The AFB1 degradation activity could be precipitated by 85% ammonium sul-

fate fractionation, indicating that a certain enzyme was likely involved in the degradation reaction. 
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アフラトキシンは Aspergillus flavus，Aspergillus para-

siticus，Aspergillus nomius，Aspergillus tamarii などの一

部の糸状菌が産生するかび毒（Mycotoxin）である1）．

アフラトキシンは強力な毒性と発ガン性を有している

ため，穀物などの農作物における汚染は世界中で深刻

な問題となっており
2-3）
，アフラトキシン汚染が原因で

廃棄されている穀物の量は莫大である．アフラトキシ

ンにはアフラトキシンB1, アフラトキシンB2, アフラト

キシンG1, アフラトキシンG2の４つの異性体が存在する

ことが知られているが，中でもアフラトキシンB 1

（AFB1）は最も毒性が強く，また糸状菌が産生する量も

特に多いため，最も注目されており，世界各国で規制

値が設定されている．食品中のアフラトキシンを除去

あるいは無毒化する方法として物理的，化学的，微生

物学的手法など，さまざまな方法が提案されている
4）
．

現在広く採用されているアフラトキシンの無毒化方法

はアンモニアガスによる処理であるが，この手法は特

殊な装置が必要であるだけでなく，アルカリ性条件で

あるため，処理された農作物の品質劣化や栄養成分の

損失が起こる可能性がある
5-6）
．室温，中性条件下のよ

うな温和な条件で利用可能な，かつ特別な装置を必要

としない簡便なアフラトキシンの処理法が確立されれ

ば，食品産業に大変有用である．

一方，木材腐朽菌として知られるきのこ（担子菌）

の一部にはマンガンペルオキシダーゼ，リグニンペル

オキシダーゼ，ラッカーゼのような有害物質を分解す

る酵素を産生するものが報告されており，中にはダイ

オキシンやPCB，ポリエチレンやナイロン，ビスフェ

ノールAなどの難分解性物質の分解活性を有するものも

ある
7-10）
．筆者らは木材腐朽菌である担子菌の中でも，
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特にヒラタケ（Pleurotus ostreatus）を中心とする食用き

のこに注目し，結果としてこれらの培養上清にAFB1分

解活性があることを見出した．

実験方法

１. 使用菌株

ヒラタケ標準菌４株（Pleurotus ostreatus ATCC32783,

ATCC38537, ATCC38538, ATCC52947）は農業・食品産

業技術総合研究機構森林総合研究所中村雅哉博士より，

ヌメリスギタケモドキ Pholiota aurivella IFO30265 は食

品総合研究所小林秀行博士より供与頂いた．

２．きのこ培養上清の調製

きのこの培養には0.5％酵母エキスを含むポテトデキ

ストロース（PD）培地を用いた．PD培地粉末（カタロ

グ番号 254920, Difco laboratories, アメリカ合衆国）4.8g

と酵母エキス（カタログ番号15838-45; ナカライテスク

株式会社）1.0gを蒸留水 200 ml に加えた後，電子レン

ジにて加熱溶解した．これを 10ml ずつ 100ml 容三角フ

ラスコに分注し，アルミホイルを２枚重ねたもので蓋

をしてオートクレーブ滅菌（121℃，15分）した．ここ

に各菌株の菌糸を５mm 四方×２mm程度の厚さで保存

用スラントから切り取ったものを４切片接種した．培

養には暗室型人工気象器LH-200RDS（日本医化器械製

作所）を使用し，28℃，湿度70％にて培養を行った．

菌糸が液体培地表面を完全に覆った時点（培養10-12日

目）で菌糸を取り除き，回収した培養液をMillex-HV親

水性フィルター（ポアサイズ 0.45μm, 13mm, カタログ

番号 SLHV013SL；Millipore, アメリカ合衆国）で濾過し

たものを反応に用いた．また，使用後は－80℃にて凍

結保存した．

菌株の保存にはポテトデキストロース寒天（PDA）

培地スラントを使用した．PDA培地粉末（カタログ番

号213400, Difco laboratories）39g に1Lの蒸留水を加え，

加熱溶解した後試験管に分注した．綿栓をした後，オ

ートクレーブ滅菌して斜度をつけた状態で放冷固化さ

せ，スラントにしたものを用いて定期的に植え継ぎを

行った．

３．アフラトキシンB1の分解

2種類の組成の異なる反応液でAFB1分解試験を行っ

た．a）きのこ培養上清380μl に Tween80 を2.5％（w/v）

含む100mMクエン酸リン酸緩衝液（McIlvaine緩衝液；

pH6.0）11） 100μl，100mM MgSO4水溶液 10μl，蒸留水

5μlを添加して反応液を調製した．b）きのこ培養上清

380μlにTween80を2.5％（w/v）含む100mMクエン酸リ

ン酸緩衝液（pH4.5）100μl，100mM MnSO4水溶液10μ

l，50mM過酸化水素水溶液5μlを添加して反応液を調製

した．各々の成分を1.5mlマイクロチューブに分取し，

30℃にて保温した後，1.6mM AFB1ジメチルスルホキシ

ド（DMSO）溶液を5μl添加して反応を開始した．反応

開始時における反応溶液（500μl）中の各成分の濃度は，

金属イオン（Mg2+ 
およびMn2+ 

）2mM，過酸化水素（反

応条件bのみ使用）0.5mM，AFB1 16μM，Tween80

0.5％（w/v）である．反応条件aはLiuら12）により報告

されている糸状菌 Armillariella tabescensの培養液によ

るAFB1の分解条件に合わせたものであり，反応条件bは

きのこ由来の酵素でしばしば難分解性物質の分解に利

用が報告されているマンガンペルオキシダーゼの典型

的な反応条件
13）
に合わせたものである．

所定の時間反応後，反応液の一部（50-100μl）を採

取して，等量のクロロホルムで抽出後，遠心分離

（10,000 g ×2分）を行った．得られたクロロホルム層

（下層）のうち2μlをシリカゲルプレート（Silica gel 60,

カタログ番号5721; Merck, ドイツ）にスポットして，薄

層クロマトグラフィー（TLC）分析を行った．展開溶

媒にはクロロホルム-酢酸エチル-90％ギ酸の混合液

（6:3:1 v/v/v）を用いた．検出は溶媒をドラフト内にて蒸

発乾燥させた後，暗所にて紫外線ランプ光（365 nm）

を照射し，AFB1の青色蛍光により確認した．TLCプレ

ート画像の撮影は Fluor-S/MAX マルチイメージャーシ

ステム（Bio-rad Laboratories, アメリカ合衆国）により行

った．

４. 硫酸アンモニウム沈殿・脱塩

硫酸アンモニウムを乳鉢で擦り，微細な粉末にした

ものを用意した．これを1.824g 量りとり，きのこ培養

上清3mlに徐々に添加して溶解した．これは硫酸アンモ

ニウム飽和濃度の85％に相当する．３時間氷浴上で冷

やした後，遠心分離（４℃, 10,000 g×30分）を行った．

得られた沈殿を100mMクエン酸リン酸緩衝液（pH6.0）

300μlに溶解し，４℃にて保存した．

硫酸アンモニウム沈殿後の溶液には高濃度の硫酸ア

ンモニウムが残存しているので，これを除くために透

析操作による脱塩を行った．透析はBio-Tech 透析カッ

プ MWCO8000（再生セルロース膜）とBio-Tech 微量透

析装置低速タイプ（第一化学薬品株式会社）を用いて，

装置使用説明書に準じて行った．すなわち，沈殿の溶

液150μlを透析カップ中にセットして，あらかじめ冷や
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しておいた 10mMクエン酸リン酸緩衝液（pH 7.0）約

250 mlをチャンバーに満たし，rate 2にて60分間の透析

を行った．チャンバー内のクエン酸リン酸緩衝液を新

しいものに入れ替え，再度行い，合計２回透析を行っ

た．２回の透析により，150μlだった沈殿溶液の容量は

約250μlに増加した．透析後のサンプルは－80℃にて凍

結保存した．

実験結果

１．アフラトキシンB1の分解

一例として，反応条件a（中性条件，マグネシウムイ

オン存在下）と反応条件b（酸性条件，マンガンイオン

および過酸化水素存在下）におけるPleurotus ostreatus

ATCC52947とPholiota aurivella IFO30265の培養上清を用

いた反応のTLC結果を Fig. 1 に示した．反応条件a（Fig.

１各パネル中左側の写真）ではAFB1の残量に特に変化

は見られなかったが，反応条件b（Fig. １各パネル中右

側の写真）においては５日後に明らかにAFB1が減少し

ていることが確認された．また，同時にAFB1よりも小

さいRf値をもつ別の蛍光物質が生成していることが観

察された．Rf値がAFB1よりも小さいことから，この生

成物質はAFB1よりも高極性の物質であると思われる．

コントロールとしてきのこの代わりに滅菌水を用いた

反応液を調製して同様な実験を行ったが，AFB1の減少

や蛍光物質の生成は見られなかった．同様に，反応液

からAFB1を除いた場合にも，蛍光物質の生成は認めら

れなかった．したがって，AFB1の減少と蛍光物質の生

成は，きのこ培養上清とAFB1が共存した場合にのみ起

こったといえる．また，反応条件aではAFB1がほとんど

減少しなかったことから，これらの反応にはマンガン

イオンや過酸化水素が必要である可能性が示唆された．

各種食用きのこの培養上清を用いて，反応条件a, bに

おけるAFB1分解試験を行った結果をTable 1に示す．

AFB1分解活性は Pleurotus ostreatus ATCC ４株のうち３

株において検出された．また，いずれの菌株において

も反応条件bにおいて分解活性が見られ，反応条件aで

は有意な活性を示す菌株は見られなかった．反応条件b

においてAFB1分解活性を示したきのこの培養液につい

てMnSO4を加えない反応系で試験を行ったところ，全

ての菌株の培養液においてAFB1分解活性は保持されて

いた（データ表示なし）．したがって，今回筆者らがこ

れらのきのこ培養液中に見いだしたAFB1分解活性はマ

ンガンペルオキシダーゼに由来するものではないと思

われる．また，Table１に挙げた標準菌株以外にも当研

究室保有の食用きのこについて同様な試験を行ったと
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Fig. 1 TLC analyses of AFB1 degradation products. AFB1 was incubated with the culture medium of Pleurotus
ostreatus ATCC52947 (A) and Pholiota aurivella IFO30265 (B) in the presence of 2 mM MgSO4 at pH 6.0
(Condition a), or in the presence of 2 mM MnSO4 and 0.5mM H2O2 at pH 4.5 (Condition b). Incubation
time was 0 day (lane 1), 1 day (2), 3 days (3), or 5 days (4) in the panel (A), and 0 day (1) or 5 days (2) in
the panel (B).



ころ，いずれも反応条件bにおいて，Pleurotus ostreatus

28株中20株が AFB1 分解活性を示した．この他にもトキ

イロヒラタケ Pleurotus salmoneostramineus６株，タモギ

タケPleurotus cornucopiae ８株について試験を行った

が，後者で反応条件bにおいて弱い活性を示したものが

１株得られたのみで，有意な活性を有する菌株はほと

んどなかった（中川，未発表）．

２．硫酸アンモニウム沈殿の影響

きのこ培養上清からAFB1分解活性成分を濃縮・回収

するために，硫酸アンモニウム沈殿を行った．硫酸ア

ンモニウム沈殿と脱塩操作により，およそ６倍に濃縮

されたタンパク質溶液を従来と同じ方法でAFB1分解に

使用した．ただし，今回は反応条件bのみで反応を行っ

た．また，Pleurotus ostreatusの反応２日目で明確な

AFB1の減少と，それに伴う高極性の蛍光物質の生成が

確認された．すなわち，AFB1分解活性は硫酸アンモニ

ウム沈殿や脱塩操作後も保持されており，きのこ培養

液中の低分子物質によるものではなく，分子量8000以

上の高分子物質（酵素などのタンパク質）に由来する

ものであるといえる．一方，Pholiota aurivella IFO30265

の培養上清を硫酸アンモニウム沈殿と脱塩操作に供し

たところ，AFB1分解活性はほとんど検出されなくなっ

た．この結果から，Pholiota aurivellaで報告されたAFB1

分解活性はPleurotus ostreatusの培養上清中に含まれるも

のとは性質が異なるものであることが示唆された．

考　察

TLC分析においてAFB1分解活性が確認された反応液

中にはいずれの培養液を用いた場合でもAFB1よりも小

さいRf値を持つ（AFB1よりも極性が高い）蛍光物質が

生成していることが確認された（詳細省略）．一般に，

マンガンペルオキシダーゼによる反応はMn2+
の酸化に

よって生じたMn3+
が強力な酸化剤となって基質を酸化

する非特異的酸化反応である
14）
ため，特定の構造を有

する反応生成物が蓄積する可能性は低いと思われる．

このことと，MnSO4を加えない反応系でAFB1分解活性

が保持されていたことを考えると，マンガンペルオキ

シダーゼ型の反応である可能性は否定される．一方，

AFB1分解活性に対する過酸化水素の影響については，

過酸化水素を添加していない反応条件aにおいてほとん

どAFB1分解活性が見られなかったことを考えるとその

依存性は高いと思われる．異なる菌株由来の培養液を

用いたにもかかわらず，同じRf値と蛍光を有する反応

生成物が確認されていることから，今回筆者らが見い

だしたAFB1分解活性は，食用きのこ，特にヒラタケ類

に共通して見られる酵素由来のものであると思われる．

マンガンペルオキシダーゼ産生菌である Pholiota auriv-

ella IFO30265の培養液にマンガンペルオキシダーゼ以外

の活性に由来すると思われる AFB1分解活性が見られた

のは予想外の結果であったが，同菌株はラッカーゼや

リグニンペルオキシダーゼのような酸化酵素も産生す

る事が知られており，マンガンペルオキシダーゼ以外

の酵素が優位に産生されている可能性は十分考えられ

る．

Motomura ら
15）
は，Pleurotus ostreatus 菌株の培養液

にAFB1分解活性を見いだし，硫安分画と２段階のカラ

ムクロマトグラフィー操作により，当該活性を有する

分子量90kDaの酵素を精製している．本酵素はAFB1分

解にマンガンイオンを必要としないことから，マンガ

ンペルオキシダーゼではないと思われる．また，AFB1

の分解活性に過酸化水素は必ずしも必要ではないと報

告されている．本酵素は Pleurotus ostreatus の培養上清

から得られているので，筆者らのAFB1分解活性は

Motomuraらの報告と同じ酵素由来である可能性も考え
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Table 1 AFB1 degradation with edible mushroom culture medium



られる．しかし，筆者らの実験ではAFB1分解が見られ

た反応液中には蛍光を示す反応生成物が共通して検出

されているが，Motomuraらの報告ではそのような蛍光

物質の生成は確認されていない．したがって，筆者ら

の注目しているAFB1分解活性はMotomuraらの報告例と

は異なるものであると結論できる．

食用担子菌類は長年食用として利用されてきている

ため安全性は確認されており，きのこを用いてAFB1分

解系が構築できれば，実用化が期待される．本研究で

は，食用きのこのAFB1分解活性を調べ，その結果，

Pleurotus ostreatusの培養上清に高いAFB1分解活性を見

い出した．しかし，蛍光物質として検出された反応産

物や最終分解産物の構造及びこれらの物質の安全性の

確認については今後の課題である．現在までのところ，

AFB1の変異原性がこれらの処理によって消失するとい

う予備的結果を得ているが，今後さらに確認していく

予定である．

要　約

食用きのこの培養上清についてアフラトキシンB1

（AFB1）分解試験を行った．きのこの培養ろ液を用いて

AFB1を30℃にて５日間処理したところ，薄層クロマト

グラフィーによりAFB1の分解が確認され，同時にAFB1

よりもRf値が小さい蛍光物質が生成された．AFB1分解

活性は特にPleurotus ostreatusから高頻度で検出された．

P. ostreatusのAFB1分解活性は硫酸アンモニウム沈殿や

脱塩処理後も回収されたことから，当該活性は培養上

清中に含まれる酵素に由来するものと結論した．
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