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Summary  

OchratoxinA（OC）andcitrinin（CI）weredetectedinmoldsinfectedbeefduringamonth storage  

inarefrigerator・Afterapplicationofthinlayerchromatography（TLC），gaSliquidchromatography■■l  

（GLC）andgaschromatography－maSSSPeCtrOmetry（GC－MS），40fllsampleswerefoundtocontain  

OC and CI（0．36tol．44ppm）．Strains of Penicillium verrucosum var．verrucosum wereisolated  

as a result ofinvestigation，and30f culturesIVere found to be mycotoxin producers onlaboratory  

media．   

Ⅰ はじめに  

貯蔵中の食肉が糸状菌により汚染された場合，単に品  

質の低下や性状変化の問題にとどまらず，有害なマイコ  

トキシン生産の可能性も危慎される。しかし，我が国で  

は，この分野に関する報告は少なく1）有害カビに関する  
防止対策も有効な手段が講ぜられていないのが実情である。   

著者らは，食肉加工工場の低温庫に保存されていた牛  

肉に糸状菌の着生を認めたのを機会に，菌検索を行なっ  

た結果，数種類の菌林以外こ食品衛生上重要なp印よcよJJ－  

∫祝m即eγγ〟COβ祝mvar・γeγγ祝CO5祝m（P．ぴと略す）が分離さ  
） 

れたすでにP．むについては，オクラトキシンA（OA），  

シトリニン（Cり，ペニシリン酸（PA）などのマイコト  

キシンを産生する菌株が含まれることが知られている  

のでミ→とれら汚染試料を化学分析すると共に，分離菌株  
を培養し，マイコトキシン産生能にっいても検討した。  

Ⅱ 実験方法  

装 置   

1）ガスタロマトグラフ質量分析計（GC－MS）日  

立RMU－6MG型  

2）ガスクロマトグラフ（GC） 島津GC－7AG型   

3）けい光自記濃度計 島津クロマトスキャナーCS  

－900型（けい光付属品付）   

2．試 薬   

1）マイコトキシン標準溶液 オクラトキシンA，シ  

トi」ニン，ペニシリン酸（和光純薬）を各々1mタずつ精  

秤し，クロロホルムに溶かし0．1丁托9／mエ溶液とした。   

2）ショ糖加酵母エキス液状培地（YES） 酵母エ  

キス209，麦芽エキス10g，ショ糖50タを精製水1gに  

溶解して調製した。  

3）カラムクロマト用充てん剤シリカゲル（メルク） 
一＼  

70～325メッシュを1100，2時間活性化した。   

4）薄層クロマト用プレート（TLC） シリカゲル00  

プレコーテッド・プレート（メルク）20×20cmを1100，  

1時間活性化ののち使用した。   

5）薄層クロマト用発色試薬（1J塩化アルミニウム試  

薬AIC13・6H20209をエタノール100mいこ溶解した。  

（2）P－アニスアルデヒド酸性試薬 メタノール・氷酢酸  

・硫酸（85＋10＋5）混合溶媒100机いこ0．5m乙のP－ア  

ニスアルデヒドを添加して作成した。   

6）Trimethylsilylation（TMS）試薬Hexamethyl  

disilazane（HMDS），Trimethylchlorosilane（TMCS）  

およびクロロホルムを3：1：6に混合して用いた。   

7）その他の試薬はいずれも特級品を，また各種溶媒  

はすべて蒸留したものを使用した。   
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3．実験操作  

1）試料 供試料は，食肉加工工場の肉貯蔵低温庫  

（1～20）に，と殺後1ケ月間保存されていた牛肉であ  

り，糸状菌着生部の菌層は自～灰青緑色を呈し，肉眼的  

には綿毛状であった。試料採取は肩ロース，腰椎，内モ  

モ，アバラなど，糸状菌汚染が認められる個所について  

行なった。   

2）試料のマイコトキシン分析（1）糸状菌着生個所の  

肉を5－7mの大きさに削り取って，細切・混和した後，  

509を分析試料とした。マイコトキシンの抽出およびク  

Sample（509）  

けい光波長500nmの条件のもとで行なった。なお，ペ  

ニシリン酸についてはGCおよびGC－MSによる確認も  

合わせて行ない，TMS化による誘導体作成後に分析用  

供試々料とした。測定条件は以下の通りである。   

測定条件 GC   

検出器：水素炎イオン化検出器，検出器温度2000   

カラム：5％SE－30，5％0V－17，3¢×2000m，   

カラム温度1600．N2流量 50吼乙／min  

GC－MS 検出器：トータル・イオン・コレクター   

注入口温度 2000，カラム温度 1700，He流量50机乙  

／min，イオン源温度 1750，イオン加速電圧 3．2kv，  

イオン化電圧 70ev   

3）糸状菌の分離 試料の各部分から，カビを白金耳  

でかき取って滅菌水中に入れ，胞子けん淘液とし，採取  

部位別にWaksnⅥn培地（PH4）と混合してシャーレに流  

し込み，25D，10日間培養後，生育コロニーを分離した。   

4）分離菌によるマイコトキシン産生能試験 使用し  

た菌株は，腰椎から分離の3株，内モモ部の3株で，挽  

き肉，チーズ，米，小麦，YES液休借地など，各々20  

9の培養基に接種後，250，10日間培養を行ない，Figl．  

の方法にしたがってオクラトキシン，シトリニン，ペニ  

シリン酸の有無を訝べた。   

5）P．ぴのマイコトキシン産生に関する培養温度試験   

内モモ部分より採取した菌株を用いて菌体生育温度範  

囲，および培養温度とマイコトキシン産生量と・の関係を  

掴べた。中型試験管に10恥乙のYES液休培地を入れ，綿  

栓，殺菌後，P．〃の胞子けん濁液を分注し，種々の温度に  

おいて10日間培養を行ない，それぞれの菌体量とマイコ  

トキシンの含有量を求めた。  

Ⅲ 結果および考察  

1．試料中のマイコトキシン分析   

1）オクラトキシン，シトリニン，ペニシリン酸の同  

時分析法 マイコトキシンの抽出と分離に関する従来の  

方法については，R。bertsミ）Gim。。吾）らの手法によると  
穀類中10数種のマイコトキシンが分析可能であるが，タ  

ンパク，脂肪含量の多い乳肉製品には適当でないことや 
） 

また武田の方法ではペニシリン酸の分析が出来ないな  

ど，本研究の目的に合致しない点もあるので，これらの  

分析法をもとに改良し検討した結果，Fig．1の方法を採  

用した。検出および確認は，Gimenoらの方法に準じて，  

塩化アルミニウムによる増けい光やP－アユスアルデヒ  

ドの発色操作を応用するTLC分析法を用いた。オクラ  

トキシン，ペニシリン酸については，それぞれ誘導体を   

Res」  

Shake wl七h 200mlCIi3CN 一拍 XCl（9＋1）  

Flltrate（でOyO N0．6 ∬1ter paper）  

Aq．CHユCNlayer（100ml）  

J■▲、ミニ」  Shake with three 50ml of l＄00Ctane  

工S00Ctane Aq．CItきCNlayer  

」 
Add 50Tれ1water  

Adju与t the PH values to 2 3withlN HCI  

Shake vlth 50．30．20mlof CIiCll  

Åq．CHICN CHClllayer  

Dry wlth anny・Na量Sql  

Rernove CHC131ayer  

D18S01velnlOmlCHClさ  

CHClilayer   
t  Column chromat09raPhy（slllca 9ellO9）  

Wa＄h vlth 200ml n－hexane  

Wash wlth150mlCHC13－CH301i（99十1）  
Elute wlth 300mlbenzene－aCetOne－aCetlc acid   

（75十20＋5）  

Remove solvents   

sidue 

DIssolvelnlmlethylacetate  

Dもtermlnatlon by TLC and GC  

F19．1 Extractlon and determlnat土on of ochratoコく1n，  

c土tご1nln．and penlcllllc acldln meats  

リーン・アップ操作は，Fig．1のフローチャートの通り  

である。（2）分離および検出 既述の操作法により調製  

した定量用試験溶液を，シリカゲル薄層プレート（TLC）  

に10／∠1スポットし，酢酸エチルークロロホルムーギ酸  

（120＋80＋2），ベンゼンーメタノールー酢酸（180＋  

10＋10）および，アセトンー酢酸エチルー1％フェノー  

ル（90十95＋15）などの展開溶媒で約12cm展開したのち，  

20％塩化アルミニウム試薬を噴霧し，1100．7分間加熱  

して，365nm紫外線燈下でオクラトキシン（紫青色けい  

光）およびシトリニン（青色けい光）のスポットを検出  

した。ペニシリン酸は，これとは別に展開したTLCに，  

0．5％P－アニスアルデヒド酸性試薬を噴霧し，130ミ  

7分間加熱ののち，再度0．5％P－アニスアルデヒドの  

噴霧を繰返すことにより緑色のスポットを，また紫外線  

燈下（365nm）において，紫色けい光スポットが認め  

られた。定量はけい光自記濃度計で，励起波長365nm，  

一丁l  
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作成して確認した。すなわち，オクラトキシンに1－  

methyl－3－P－tOlyltriazeneを反応させてエステル  

としたのち，10％SE－30によるGCをまたペニシリ  

ン較ではシリル化してGC分析を行なった。しかしペニ  

シリン酸の場合，TLCおよびGCのクロマトグラムの  

結果が共に一致をみる類似性の高い爽雑物質が認められ  

たので，最終確認はGCLMSによった。   

2）供試料の分析結果 糸状菌汚染肉の各部位別に採  

取した試料11件を検索した結果，内モモから0．36ppmの  

オクラトキシンAと0．42ppmのシトリニンが確認された  

のをはじめ，腰椎1．44ppm，肩ロース0．56ppm，アバ  

ラ0．66ppmのシトリニン検出値が得られ，計4検体がマ  

イコトキシン陽性と判明した。   

2．糸状菌の検索とマイコトキシン産生菌   

供試料の菌検索により分離された菌株は，〃祝COγγαC－  

emosus・Geotricumsp．，Penicillium uerrucosumvar．  

C封CJopよ祝仇およびP．γで，P．即は内モモと腰椎から各々3株づ  

つ得られた。そして，これら6菌株を5種類の培地に接種  

Tablel・ Ochratoxin，Citrininland penicillic acid productivitY Ofisolates of  

Penicillium verrucosum var．verrucosum on various substrates  

Substrate  

straln  
YES culture  

tneat  cheese polished rice vheat  mediuLn  

OC C＝ PA＊ OC CI PA OC Cエ PA OC CI PÅ OC CI PA  

CH－1umbal－Vhlte  

CH－1u爪bal－blue   
‾9reen  

CH－1u爪bal－1  

CH－inner slde of  
th19h－1  

CH－inner side of  
thi9h－blue－9ray  

CH－inner side of  
thigh－green  

＿★★ ＿   ＿．  ＿   ＿  

－ 0．32 －  一  －  

－  －   － 0．10  －  

－ 0．50  －  －  －  

－  －  －  －  －  －  －   － 0．50 －  

★ 出YCOtOXins production（ug／g），OC：OChratoxin A．C工；Citrinin，PA：Penicillic acid  

★★ －；None detected  

してオクラトキシン，シトリニン，ペニシリン酸産生能  

の有無を調べた結果は，Tablel．の通りであった。すな  

わち内モモの1株からオクラトキシン，シトリニンが，  

また，内モモと腰椎の2株からシトリニンのみ検出され  

た。培養基別に見ると，チーズ上にオクラトキシンを生  

産し，YES液体培地にシトリニン産生能を認めた菌株  

もあったが，供試株6株中2株までが肉培地上でシトリ  

ニンを産生した。このことから，貯蔵牛肉でのオクラト  

キシン，シトリニン汚染はP．粧に由来することが考えら  

れる。   

3．P．即の培養温度とマイコトキシン産生量   

Fig．2：に示すように，P・少の生育温度範囲は6～350c  

の間にあり，温度が高くなるに従って菌糸体量は増加す  

る傾向にあるが，20～210cをこえると急激な低下をみる。  

培養温度変化によるP．即の毒素産生量についても，オク  

ラトキシンとシトリニンは全く同様な傾向を示し，17～  

25℃範囲でともに最高値を記録した。これら毒素産生胎  

に関する最適培養温度については，貯蔵古米より分離し  

たP．γが19．5℃において最高値を示す杉本らの報告例も  

ぁりヲ）今後，本菌に関する厳密なデーターを得る為には  
さらに詳細な検討が必要である。  
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Fig・2productionofmyceliumandmycotoxinsbv  
pe乃～cJ／／～〟mγeγγ祝CO5祝mVar・γeγγ祝CO5祝〝  

cultivated on YES medium  
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Ⅳ まとめ  

1．食肉貯蔵低温庫内の糸状菌着生牛肉について，菌  

株の検索を行なったところ，〃祝COγγαCemO5混ざ，Geo吉γ－   

icum sp．，Penici）lium verrucosum var．cyclopium  

などとともにP．γが分離された。  

2，汚染牛肉を採取し，TLC，GC，GC－MS を用  

いて分析したところ，11検体中4検体から，0．36ppm  

のオクラトキシンおよび0．42／～1．44ppmのシトリニンが  

検出された。  

3．分離された6株のP誹を5種類の培地に接種し，  

オクラトキシソ，シトリニン，ペニシリン較産生能の有  

無を顔べた。・この結果，供試株6株中2株までが肉培地  

′■上でシトリニンを生産したことから，貯蔵牛肉でのオク  

ラトキシン，シトリニン汚染はP．再仁起因することが示  

唆された。  

4．種々の培養温度における条件下で，P．ガの生育温  

度範囲と培養温度変化にともなう毒素産生量を調べた。  

本研究に瞭し，有益など助言と貴重な試料を提供いた  

だいた茂原保健所 福永 優副主査に深謝致します。  
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