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Summary  

The partition of the mycotoxins，Citrinin and sterigmatocystin，PrOduced by PenicilliLLm Citrinum  

■中ndA叩ergillusuersicolor・reSPeCtively・betweenthefungalmyceliumandbrothculturedonCzap，   

eck’s medium，WaS Studied．The optlmum temPeratureS for production of citrinin and fungalgrowT   

th were also examined．Initially40％ of totalcitrinin was presentin the mycelium，butit de－   

creased t01ess tham about 5％at the21th day afterinoculation．The maximalproduction of the   

toxin and growth were foundin the range of29Oc－3lOc and28Oc－320c，reSPeCtively．In contrast，   

more than90％of totalsterlgmatOCyStion produced by A．uerstcolor remainedin the mycelium at   

the30th day．  

可能性は少ないと言える。たとえば，A．cJαぴα亡u5や  

P．c）′Cわpビレmの産生するバツリン（patulin）あるい  

はペニシリン較（penicilic acid）は，オレンジジュー  

スや小麦粉中のどタミンBlの様なチオール化合物と反  

応して分解されることが知られている1）。カビ毒の中で，  

これまで菌体内外における分布が定量的に知られている  

のは，アフラトキシン2）のみである。   

そこで，著者らは貯蔵米などから比較的高い頻度で検  

出される，P．d伊南ルmとA．ぴerSごcoJorを用い，それ  

らの産生カビ毒で，発癌性を有するシトリニゾ）および  

ステリグマトシスチン4）の菌体内外の分布について検討  

を行ったので報告する。また，P．cたr∠几umについては，  

増殖およびシトリニン産生への最適温度が知られていな  

いので併せて検討を加えた。  

2．実験方法  

1）供試菌株   

シトリニン産生P．cか£花㍑m NRRL1843，および貯  

蔵米より分離したステリグマトシスチン産生A．uersよc－  

oJorIB－1とインドネシアの土壌より分離したIG－8－  

5株を用いた。   

2）シトリニン産性の温度条件と菌体内および菌体外  

分布  

1．緒言  

菌額，特に糸状菌の中には食品や食品原料に増殖し，  

有毒二次代謝産物であるカビ毒（mycotoxin）を産生  

するものが数多く知られている。それらの毒素は．まず  

菌体内で生合成され，その大部分が菌体内に蓄積される．  

いわゆる菌体内毒素（endotype toxin）と，大部分が  

菌体外へ分泌される，菌体外毒素（exotype toxin）に  

りすることが出来る。前者の菌体内毒素に属するもの  
とし ては，A叩e曙ごg′比5UerSわoJorの産生するステリ  

グマトシスチン（sterigmatocystin）やPenicilli  

gsgα几d£c比mの産生するルテオスカイリン（1uteoskyrin）  

があり，後者の菌体外毒素としては，A．／gαU昆Sの産生  

すよアフラトキシン（aflatoxin）やP．citrinumのシ  

トリニン（citrinin），あるいはA．ocんrαCeuぶの産生す  

るオクラトキシン（ochratoxin）など数多く知られて  

いる。食品中に産生されたカビ毒が菌体内，あるいは菌  

体外に存在するかにより，食品中における分布や運命は  

質的に異なってくると考えられる。菌体外にある場合は，  

食品成分との反応による分解や，調理加工工程における  

流失の可能性が生じるが．菌体内の場合には比較的その  
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シトリニン産生の温度条件の検討：ツアペック液休培  

地15mゼを加えたL型試験管に，P．cかょ几比mの保存（P  

DA）斜面培養より菌を接種し，温度勾配培養装置（東  

洋TN－3）にかけ，80c－400Cの範囲で培養を行った。  

培養終了後．試験管3本を1群とし，シトリニンの分析  

に供した。シトリニンの分析は中里ら5）の方法に準じて  

行った。すなわち，濾液を塩酸酸性にした後，等量の酢  

酸エチルで抽出を行い，さらに2％炭酸水素ナトリウム  

溶液に乾漆し，再び塩酸で酸性としクロロホルムで抽出  

を行った。この抽出液に，0．5％塩化アルミニウムのメ  

タノール溶液を加え振とう．次いで水を加えて再度振と  

うした後，メタノール区分を分別し，励基波長380nm，  

測定波長465nmの条件下で，蛍光分光光度計（日立MP－  

F－4）により定量を行った。シトリニンの分析後に得  

られた菌体は，小量の水で洗浄後1050Cで一夜風乾し，  

その菌体重量を求めた。   

シトリニンの菌休内外分布：200mゼ客分離型フェルン  

バッハフラスコに100mゼのツアペック液体培地を加え，  

前述の保存菌を接種した後，250cで21日間培養を行った。  

その間7日毎にシトリニンの分析などの測定を行った。  

培養終了後，濾液と菌体に濾別し，濾液はそのままシト  

リニンの分析に供した。菌体は水洗後，凍結乾燥を行い  

その重量を求め，ついで濾液同様分析を行った。   

3）ステリグマトシスチン菌体内および菌体外分布：  

初田らの6）方法に準じて培養と抽出を行った。すなわち，  

ブドウ糖30g，ポリペプトン3g，麦芽抽出物50g，を  

水道水1βにに溶解させた培地100mゼを，200mゼ客分離型  

フェルンバッハフラスコにとり，これにP．c～とrZ几昆mの  

場合同様保存斜面の菌を接種し，250cで15および30日間  

培養を行った。培養終了後，菌体と培養液液とに渡別し．  

菌体は凍結乾燥後の重量を求めた。乾燥菌体はソックス  

レ一拍出器を用い150mgのアセトンで6時間軸出を行っ  

た。培養液液は等量の酢酸エチルで抽出した。それらの  

抽出液は，いずれも減圧下で乾固した後既報†）に従い，  

ベンゼン： メタノール：酢酸（90：5：5，Ⅴ／V／V）  

を展開溶媒とし，薄層クロマトグラフィーにより定量を  

行った。  

3．実験結果および考察  

1）P，Cか～几昆mの増殖ならびにシトリニン産生への  

温度の影響   

Fig．1に示した結果から明らかなように，本菌の増  

殖は15－39℃の間でみとめられた。100c及び400Cでは全  

く生育せず，また，最適増殖温度は300c－33℃の間にあ  

ると推定された。これらの結果は，370Cでは増殖を示す  

が，50cでは生育が認められないとのこれまでの報営）  

と一致した。P〝症ル情五m層糸状菌は一般にAspeJ官～Jg一  

昆ぶ属に比して，生育温度が低いとされ，著者らも以前  

に分離したP．uerr比COぶumやP．ケeすue几とα花ざが50c付  

近から増殖し，その最適温度は150c－180Cであった9）。  

P．d打血ルmは1951年角田ら10）によりタイ国黄変米菌と  

して分離され，また，その後も輸入米よりA．cα几花d払  

αSなどと共に高い頻度で検出されている11）。これらのこ  

とから，P．d伊血ル椚は，Pe柁～cfg仇m属の中では比較  

的増殖温度が高く，P．pαrαんerq比eZなどと共に温帯か  

ら熱帯地方に分布する，いわゆる南方型の菌であること  

を示している。一方，シトリニン産生の温度範囲は180C【  

、  
かった。この最  

380cで，最適温度は29℃一31℃とみられ，  

当りでは3lOc付近が最もその産生量が多  

適温度は，シトリニンを産生する他菌種，P．uerr昆COS一  

弘mぴαr．Uerr址COSαmのそれである190c付近12）あるいは  

170c－250C13）よりもかなり高かった。これは．P．c～£r～一  

花昆mの増殖への最適温度が比較的高いためと考えられ  

る。これまで，P．cかど花昆mを用いたシトリニン産生の  

温度条件としては250c14）が用いられてきたが，今後は29  

0c－310cが適当と考えられる。アラトキシンをはじめカ  

ビ毒産生の温度範囲は，一般に増殖のそれよりも狭い範  

囲にあることが知られている15）・今回のP．cわrZ几㍑mに  

よるシトリニン産生も同様の傾向にあることを示したが，  

その温度範囲は増殖のそれに近接しており，シトリニン  

産生と増殖とが密接に連動していること示唆した。著者  

ら18）は千葉県内の農家保有米から比較的高い頻度でP．c∠一  

打圭㍑汀町を検出している他，小麦などの食品原料からの  

検出率も高いことが知られている17）。しかしながら，木  

蘭種による自然汚染例はこれまで本邦では知られていた一l  

い。この原因としては，本菌種の増殖ならびにシトリニ  

ン産生への温度が比較的高いことも，一因を成している  

と考えられる。むしろ，最近増加傾向にある東南アジア  

諸国などの南方地域さら輸入される食品や生薬原料の，  

P．cた「～花山mおよびシトリニン汚染には充分注意を払う  

必要があると言える。   

2）シトリニン産生の培養経過とその菌体内および菌  

体外分布   

25Ocにおける結果をTablelに示した。供試株は14日  

以前よりも，それ以降に顕著な増殖を示した。これは，  

この培養温度が最適温度である290c－320cよりも若干低  

いため，増殖が多少遅延しているものとみられる。培養  

液のpHは初発の7．0から途中4．2まで一旦低下し，最終  

的には元の7付近まで上昇した。また，培養液は14日を  
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な菌体外毒素であった。   

3）A．uersZcoJorにおけるステリグマトシスチンの  

菌体内および菌体外分布   

結果をTable2に示した。いずれの供試株においても  

菌の増殖は15日までにほぼ停止し，15日以降における菌  

体重量の増加ははとんどみられなかった。これに対して，  

ステリグマトシスチンの産生量はP．cかょ花山mにおける  

シトリニン産生の場合同様，J5日以降急激に増加し，乾  

燥菌体重量当りでみるとそれ以前の2倍以上に達した。  

これに対して，A．月αUUSなどによるアフラトキシンの  

産生は比較的速く，5－7日で最高値に達している2・18）。  

これらは，基本的にはA．月αUUSとA．ぴerS∠coJor，  

P．cかよ花umとの増殖速度の違いを反映したものと考え  

られる。菌体内外における分布をみると，いずれの菌株  

においても，その90％以上が菌体内に存在し，シトリニ  

ンとは対照的に典型的な菌体内毒素であることを示した。  

Shihら2）は，産生されたアフラトキシンBlが最高値の5  

日目を墳として漸減し，15日ではその1／8まで低下す  

ると報告している。これらは，培養液中のBlの分布比  

が低下していることから，主としてその分解によるもの  

と考えられる。このことば，産生された毒素が菌体外よ  

りも，菌体内で比較的安定であることを示している。ス  

テリグマトシスチンとアフラトキシンとは．菌体内外に  

おける分布の比率がこの様に異なったが，いずれもビス  

フラン環を有する極めて類似した化学構造を持つだけで  

なく，ステリグマトンスチンはアフラトキシン生合成経  

路上の前駆体とされ1g），両者は密接な関係にあることが  

知られている。  
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Flg．1Efrect or tempeTま亡ures〇n PTOductlOn Or Cltrlnln ar一口rJngal  
growth by penlClllium cltrinum NRRL1843cultured on Cza－  
peck’s medこum．0－0．Citrlnln，●－■Dry mycella．   

越えると黄味を呈した。シトリニンの産生も14日以降に  

急激に増加し，乾燥菌体重量当りでみると，それ以前の  

2－3倍であった。産生されたシトリニンの菌体内にお  

ける分布比率は，7日目の40％から21日目の約4％と，  

1割程度に激減した。すなわち，P．cかれ㍑mの産生す  

るシトリニンはその95％以上を菌体外に分泌する典型的  

Table，1 Production of citrinin andits partition between fungalmycelia and  
Culture broth by P．citrinum NRRL1843in the course ofincubation  
on the Czapeck’s medium at250c．  

Dry  Citrinin content（pg／flask）‥  Total citrinin 
dry mycelia   
（〟g／曙）  

Incubation   
period  
（day）  

Flnal  

pH  
mycelia  
（mg／flask）’■  mycelia（％） broth （％）  

250  72．0（40．0）  

370  39．4（17．8）  

650  49．8（4．2）  

108．0（60．0）  0．71  4．3  

181．6（82．2）  0．60  4．2  

1149．4（94．8）  1．85  6．8   

＊ Lyophilized mycelia  

＊＊ Mean value of two flasks  
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Table．2 Production of sterlgmatOCyStin andits partition between fungal  

mycelium and culture broth by A5pergillus uersicolorIB－1and  

IG－8T5 strains for15and30days culture on the Czapeck’meT  

dium at28OC．  

Incubation  Dry  SterlgmatOCyStin  TotalsterlgmatOCyStOin   
period  mycelia●■  （pg／flask）  dry mycelia  
（day）  （mg／flask） mycelia（％）   broth（％）  （pg／rng）  

Jβ1  

1420  85．0（93．9）  

1500  192．5（100．0）  

5．5 （6．1）  

N．D．（0．0）  

JG－8－5  

15  

30  

1350  108．0（97．7）  

1100  183．5（94．1）  

2．5 （2．3）  

11．0 （5．9）   

＊ Not detected．  

＊＊ Lyophilized mycelia．  
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