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マイコトキシンに関する研究  

オクラトキシンの抽出と分析について   

矢崎 廣久薫   高橋 治男※  七山 悠三薫   

l．緒  

オクラトキシンは，南アフリカの研究グル【7「により，  

肝および腎障害とカビ毒との関連化合物として発見され  

た。1）オクラトキシンの産生菌は，月叩eγgよ肋5 けCム川CP〟β  

をはじめ7種のA．ocムγaCeuS菌肝，およぴPe7Ⅰゴc～JJ～〟m  

再nゼね臥抽mなと5椎のpeれicfJJ～祝m簡群が報告されてい  

る㌔，7）また，オクラトキシンの毒性本体としては，6稚  

の代謝産物（掬1）か知られているが，とりわけオクラ  

Il．実 害貴 方 法   

1．試薬および測定装置  

（1）試  薬   

① オクラトキシンA標準品（Makor chemICas  

Ltd．）をクロロホルムまたはベンゼンーアセトニ  

トリル（98＋2）i昆液に溶かし，10叫g／舶濃度と  

した。   

② 薄屑クロマト用プレートは，Adsorbos■－1   

（0．25mm，20×20cm）およぴWako geL plateを110  

0c，2時一汁＝舌性化して用いた。   

③ カラムクロマト用シリカケ｝L（も Merck keSege1  

60肌063～0，200mm）を1100c，2時間活性化後，  

水をシリカゲル重量の0．5％加え混和して使用し  

ノご   

④ 各種試薬頬および有機溶媒（和光純薬製）は，  

すべて特級を用い，抽出用溶媒は蒸留したものを  

使用した。  

（2）洲定装置   

① 薄層用自記濃度計：島津二波長クロマトスキャ  

ナーCS900  

検出器：蛍光検出器（高圧水銀ランプ使用），  

Ex．365nm，Em．450nm，500nm  

モード：反射リニアスキャンニング   

② 高速液体クロマトグラフ：日立液体クロマトグ  

ラフ 634形，635形  

検出器：蛍光分光々度計日立204，（Ⅹeランプ使用）  

Ex．313nm、Em．490nm  

カラム：日立ケル♯3030（4mmIDXlOOOmmL）  

移動層：2％酢酸飽和クロロホルム水飽和n－ヘ  

キサン（7＋3）  

流鼠 圧力：0．5mゼ／min，69kg／cm2日本分光高速  

液体クロマトグラフFLC－350形  

検出器：蛍光分光々度計∪VIDEC FP－4（Ⅹeラ  

ノブ使用）．Ex．330nrn，Em．470nm   
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閻1 オクラトキシンの構造式  

トキシンAは動物に対する毒性か強いため，食品衛生上  

問題視きれている。1）14）数年来，著者らはオクラトキシン  

について種々の課題を検討しているか，今臥トキンン  

の抽出分離と検出を試み，若干の知見を得たので報告す  

る。  

※千葉県衛生研究所  

（1978年2月18日受碍）  
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マイコトキシンに関する研究  

カラム：」ASCOPACK－SS－05（2．3mmIDX500  

mmL）  

移動層：ジクロロメタンーイソ70ロビルアルコー  

ル（1＋1）  

流量，圧力：1．Omゼ／min，75kg／crn2  

2．培養および抽出分離  

（1）培養方法  

培養基は穀類および液体培地を使用し，オクラト  

キシン産生菌d．oぐんγαCe〟ざ －FM4443株を接種した。   

穀類は米，小麦，大麦を用い，液体培地は，4％シ  

ュークローズと2％イーストエクストラクト含有の  

ものとした。培養は，300mゼのマイヤーに穀類30g，   

水15舶づつ加え，液体培地の場合は全量を100m£とし   

て，滅菌後，280c，9日間暗所で静置培養を行った。  

（2）摘出法  

試料からオクラトキシンを抽出分離する方法を図  

2に示した。培養基に酢酸エチルエステル100mgを  

培養基（妄㌃ぎ，4孟竺9。問硝）  

テルで2匝け由出をく り返す。  

これらの抽出液は約50m£になるまで減圧濃縮し，  

口過後，5％炭酸ナトリウム溶液50mゼで各10分間，  

2回転溶をく r）返す。得られた炭酸ナトリウム溶液  

層は，18％塩酸を用いてPHlとした後，50mゼクロロ  

ホルムで10分間，2度逆抽出を行う。次いでクロロ  

ホルム層を50mゼの水で洗浄，無水硫酸ナトリウム脱  

水後，減圧乾圃して約10mゼのクロロホルムを加え試  

料液とする。   

（3）分離精製  

（2）の才巣作で得られた試料液について，カラムクロ  

マトグラフィーを行った。1．5×30cmのクロマト用  

カラム管に，カラムの約半分の高さまでクロロホル  

ムを満たし，無水硫酸ナトリウム5g，0．5％含水  

キーゼルナル15g，無水硫酸ナトリウムユOgを層検  

した後，試料液をカラム管に移して流下させ，続い  

てクロロホルムーメタノール（97十3）を10m£／min  

の流出速度で，15mゼづつ取I），潜離フラクションと  

する。各フラクションは薄層クロマトグラフィー  

（TLC）で確認を行い，オクラトキンンAとオク  

ラトキシンBのフラクションに分離する。  

3．定性および定量   

（1）薄層クロマトグラフによる検出  

2－（3）の操作で得られたカラム溶離液を，アドソ  

ルブジル1またはワコーナルプレイトにスポット  

し，アセトンー1％7ェノ【ル酢酸エチル（16＋  

3十16）あるいはアセトンー水一酢酸エチル（4＋  

1十4）を用し、て展開を行う。展開後，3650Aの紫  

外線燈下でオクラトキシンの緑青色蛍光の有無を判  

定する。なお，定量値を求める場合は，本操作で得  

られた蒲層プレートを蛍光検出器付蒲層用自記濃度  

計を用いてi員り志する。励起波長365nm，蛍光波長450  

nmま、たは500nmにセットし，オクラトキシン標準品  

を，あらかじめ0．1pg／spoト2．OJJg／spotの濃  

範囲で数点スポットしたものを用いて検量線を作成  

する。刺完はすべて反射リニアスキャンニング法に  

より行った。  

（2）高速液体クロマトグラフによる検出  

オクラトキシン検出の際，カラムは有機系トータ  

リーポロラスポリマーゲルのJA S C O Sl」 S  

S05および日立ゲル♯3030，移動相として2％酢  

酸飽和クロロホルムー水飽和n－ヘキサン（7＋3），  

またはイソプロピルアルコールジクロロメタン  

（1十1）を用いて行う。検出器は，注入溶媒の影響  

を受けに〈 く，高感度検出可能な蛍光分光検出器を   

2 －  
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PH調整  
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水層  

／  洗浄  

脱水  

濃縮  
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←水  

←無水硫酸ナトリウム  

←クロロホルムまたは   
ベンセンアセトニト りル  

（10mゼ）  

カラムクロマト分離（0．5％含水キーセルケル）  

薄層クロマトグラフおよび  

高速液体クロマトグラフによる検出  

図2 オクラトキシン分離精製のフローチャート  

加えて15分間振とう抽出を行し㍉ 同様に50m絹盲酸エ  
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使用した。オクラトキシン標準クロロホルム溶液によ  

り，0．05／ノg／ml～2／ノg／mIの範開で検量線を作成し，試  

料中のトキンン量を算出する。   

III．実験結果および考察   

1．培養基の選択   

A．ocんγdCe〟5株を，各培養基別に培養した場合のオ  

クラトキシン収量（平均値）を表1に示す。液体培地は，  

表1 培養基別オクラトキシン産生量の比較  

表2 オクラトキシン才由出用アルカリ溶液の比較  

相対比  
chart上の面積   （割合）％   

3％  NH3   2．2   84．6   

1％  NaOH   2．3   88．5   

5％  Na2CO3   2．6   100   

Sat． NaHCO3   2．0   76．9  

穀物培地・・・30g穀物＋15m】H20／300mlマイヤー  280c 9日間  

液体培養・・・4％ンユ【クローズ  

2％イーストユクトラクト  

／－ A。。E棚→分艶馳．定量  

100m】H20／300mlマイヤ  それぞれ10本   

た地の種類  
死生量   穀 物 培 地  液体  

培地  培 養 基  米  大麦（ノ別）  ′ト 麦  割小麦   

300mlマイヤー  
1本あたI）の  
OchraAの含量   

※含量は摘出物の薄層クロマトスキャナーによる定量値から   
算出した。  

PH 1  2  3  4   

図3 オクラトキシン抽出におけるPH値および抽出率  

（話）抽出溶媒はクロロホルムを使用した。  

を1とした後，クロロホルム抽出を2度行い，好結  

果を得た。  

（3）カラムクロマトグラフィーによる分離精製  

オクラトキシンは，カルポキンル巷やフェノール   

惟OH基を有する為，通常のシリカゲルカラムを傾   

用した場合，極度に回収率が低下する。この為，過   

去いくつかの報告例においても，椎々の工夫が行わ   

れた。1‾2∴89） 我々は，失活きせた担体，すなわち  

含水キーゼルゲルとメタノールを含む溶離溶媒を組  

み合わせる事により，操作的にもより簡易で収量良  

くトキンンを得る事が出来た。溶出は，はじめにオ   

クラトキシンA，つづいてオクラトキシンBの順序  

であった。  

3．検出方法の検討  

（1）薄層クロマトグラフィー  

今回，薄層用自記濃度計を用いた実験で，AEX，  

365nm，人EM，450および500nmの場合，0．1／省一2   

／傍の範囲で測定可能であった。オクラトキシンAは  

薄層上紫外線照射下で肉眼によっても10ng前後の確   

認が可能であるが：O－11） Neshemおよび山崎らは∴薄  

層用自記濃度計を用いて，それぞれ10～100ng，0．17  

培養後の抽出操作か容易な反軋 天然物培養基よりトキ  

シンの収量は悪いと言われているが，本実験においても  

その傾向が見られた。  

2，摘出法の検討  

（1）抽出溶媒の選択  

培養物の抽出に際し，通常実験室で汎用きれる溶  

媒11種について抽出率を調べた。オクラトキシンA  

添加の割小麦による実験結果では，クロロホルム，  

／－  ベンゼン，テトラヒドロフラン，エーテル，酢酸エ  

チルエステルの5種類について良好な回収率が得ら  

れた。しかしながら，抽出後の有機潜楳層から，ア  

ルカリ溶液に転溶を行う際，エマルジョン形成に伴  

う妨害が見られない点を考庫して，酢酸エチルエス  

テルを選択した。なお，本抽出段階は，滅菌および  

粗毒抽出を兼ねる為，操作的にも簡便である。  

（2）液々分配法の検討  

抽出後のオクラトキンンは，液々分配操作により  

クリーンアッ7〇する事とし，表2，阿3に記載の条  

件検討を行った。トキシン摘出後の酢酸エチル層か  

ら転溶を行うアルカリ溶液としては，5％炭酸ナト  

リウム溶液が最も良い回収率（表2）を示した。ま  

た，炭酸ナトリウム溶液層からの再抽出については，  

図3で明らかな様に（1＋1）塩酸により水屑のPH  

－ 3 －   
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～5〃gの濃度で検量線が直線になると報告している。   

れ1214Jしたがって我々の結果も，これらの報告例   

に近いものであった。  

（2）高速液体クロマトグラフィー  

過去，有機物胤LHに多大な威力を発揮したカ’スク  

ロマトグラフは，検出の際，試料の高温ガス化を余  

儀無くされる為，オクラトキシン等の揮発性および  

加熱安定性を欠く物質に関しては不向きであった。  

そこで今臥 高速液体クロマトグラフィMを応用し  

て図4に示すクロマトグラム，および分析条件を得  

ochratoxin A  

■■＼   

CONDITION  

FLC350  dataNo  

CONDITION   

INSTRUMENT  634．635  dataNo  INSTRUMENT  

SARl PLE ochratoxin A，  Sample  SAMPLE  ochratoxin A  

SS05500  

COLUMN  mmID X500 mmL  COLUMN  4  mmTDXlOOOmmL， RT Oc  
COLUMN PACKING   3030  COLUMN PACKING JASCO PACKSS05  

SOLVENT 2％acetie acid sat．CHC12  COLVENT CH2C］2isopropylalcoht・t  

（Gradient  V＝   KlT＝   K2＝ ）  （Cradient V＝  Kl＝  

FLOW RATE O．5  m）／mim  FLOW RATE  l．O  ml／mim  

PRESSURE  75   kg／cm2  PRESSURE  60  kg／cm2  
DETECTOR fIuorescence．Ex313． Em490  

SENSITIⅥTY≠AUFS．RIUFS  

CHART SPEED耳mm／min  
NOTE Xe］amp  HITACHI  

DETECTOR  fIooreseence． Ex330，Em470  

SENSITIVITY  AUFS，RIUFS  

CHART SPEED  O，5  mm／min  

NOTE  Xe 】amp  JASCO  

OPERATOR  DATE  OPERATOR  DATE  

卜』4 オクラトキシンAの了11い揖夜体クロマトグラム  

4 －  
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た。きらに，図2の方法により抽出分離した米，小  

麦，大安寺の試料についても高速液クロ測定を試み，  

応用出来る事を確めた。高速液クロは，機器自体充  

分普及Lていない為，報告は余り見られないが，オ  

クラトキシンに関する我が国の例として著者および  

五十畑らの報告かある。15㌻＝  

Ⅳ．結  び  

d．ocんrαCe？J∫】FM4443株を用いて培養，柚枠分阻  

精製，検出に関する検討を行った。培養には′ト麦等の穀  

類が最適であり，産生されたオクラトキシンは，初め酢  

酸エチルにより滅菌および租毒抽出を行い，図2の方法  

に従って液々分配した後，尖拝した含水シリカゲルカラ  

′－ムにクロロホルムーメタノール混沌を流下させ，オクラ  

トキシンAおよぴオクラトキシンBに精製分離した。分  

離後のトキンン検出は滞層クロマトグラフで行い，アセ  

トン水一軒酸エチル溶媒で展開後、紫外線燈Fオクラ  

トキシン個有の蛍光スポットによI），；E性確認した。こ  

の場合，蛍光検出器付薄層用自記濃度計を並用して，  

0．1／ノg～2．0／∠gの濃度で検量綿を作成すると定量が可能  

であi），検出限界は10ngであった。なお，有機系トMタ  

リー∵ドMラスポりマーゲルカラムを用いた蛍光検出器付  

高速洒休クロマトグラフを応用した士易育も，高感度検出  

か可能であり，検量線は0．05〃g／ml～2〃g／mlの範囲で  

良好な直線性を示した。  

おわりに臨み，本研究に対L培養物等のご援助を下さ  

った国立衛生試験所衛生微生物部，一戸正勝博士，倉田  

浩部長および有益な御助言や御協力をし、ただいた衛生研  

究所，安田敏子室長ならびに千葉大学，宮入正人教授に  

深謝致します。  
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Summary   

A new procedure for the extraction，purification and detection of the ochratoxins，Whichis pro－  

duced hy the strain of Aspergillus ochraceus，WaS eXamined．Cerealgrain was better medium for  

the production of ochratoxin rather than synthetic mediums． The toxic metabolites were extracted  

With ethylacetate，and traLnSferred to sodium carbonate solution．It was acidified with hydrochloric  

acid and extracted with chloroform．The mixture of ochratoxin A and B was separated by silicagel  

COlumn chromatography．  

As for quantitative analysis of the ochratoxin，eaCh fraction was applied by thin－1ayer chromatograp・  

hy・fluorodensitometric method and high speedliquid chromatography・Good results could be obtained  

by such a method．  
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