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研究要旨 

遺伝子配列に基づく特異的な検出同定法を、中毒事例が多いきのこ 2 種、植物 5 種につい

て簡易法と確定法おそれぞれの検出法を確立してきた。これらの検出法を広く使用してもら

うため、さらに、これを基本にして、新たな標的に対する試験法を自ら作成できるようにす

る目的で、試験法プロトコール、プライマー情報、関連する遺伝子配列情報、中毒統計情報

をまとめて整理した自然毒データベース MushPlant を作製して公開した。 
野外で実施可能な LAMP 法を用いた有毒植物 5 種に対する検査法の開発を行った。 
各有毒植物特異的な LAMP 法用のプライマーを設計し、その性能確認をした。標的とする

有毒植物で増幅を示したプライマーについて、さらに増幅反応時間の短縮と検出感度の向上

のために追加ループプライマーを設計して検討した。また、多数の植物間での交差性を確認

し、標的となる有毒植物と特異性の高いプライマーセットを選出した。スイセンを除く有毒

植物 4 種について、食用植物 20 種とも交差反応しない検出系を確立できた。 
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I. 自然毒データベースの作製 
A. 研究目的 

日本国内において、自然毒が原因とな

る食中毒事例は毎年報告されている。植

物性自然毒による食中毒は、細菌ウイル

スなどを含めた食中毒全体では 10％に

満たないが、イヌサフランやニセクロハ

ツ摂取など死に至るケースも報告され

ている。このような背景から、自然毒の

リスクに関する情報提供による健康被

害防止を目的に、平成 22 年厚生労働科

学研究 「自然毒のリスクプロファイル

作成を目指した調査研究」の成果として、

自然毒のリスクプロファイルをホーム

ページで公開し、その後も情報の更新を

行いながら現在に至っている。また、そ
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の間著者らは簡便な検査法による摂取

前検査とともに形態学的な判別ができ

ない試料においても確実な同定が可能

な遺伝子検査法の開発に力を入れてき

た。これまでに、きのこでは食中毒事例

の大部分を占めるものの形態学的な判

別が難しいクサウラベニタケ近縁種や

ツキヨタケの、また、高等植物では食中

毒事例が多いイヌサフラン、スイセン、

バイケイソウ、チョウセンアサガオ、ト

リカブトの遺伝子検査法（簡便な PCR-
RFLP 法と確定 Real-time PCR 法）を

開発してきた。しかしながら、これらの

方法ですべての植物性自然毒による食

中毒原因種をカバーすることは難しく、

また、地域により原因種は異なる。そこ

で、これらの手法が広く活用され、場合

により改良されると同時に、新たな標的

植物あるいはきのこについての検査法

開発を自ら行える環境を作成して提供

することが重要と考えて植物性自然毒

のデータベースを新たに構築すること

とした。 
今回、厚労省内にある自然毒データベ

ースである「自然毒のリスクプロファイ

ル」のうち、植物性自然毒について内容

改定を行うとともに、遺伝子検査法に関

する詳細情報を加えて国立医薬品食品

衛生研究所生化学部内に植物性自然毒

データベース（MushPlant）として整備

することとした。 
 
B. 研究方法 

国立医薬品食品衛生研究所生化学部

内の植物性自然毒データベースに掲載

する情報、必要な資料を作成した。 
（１）厚労省・自然毒リスクプロファイ

ルのホームページの各項目内にある食

中毒統計からきのこを原因とする食中

毒と有毒植物を原因とする食中毒情報

を抜粋し、2000 年から 2018 年まで年次

ごとに整理集計して、その年に報告され

た原因食物とその発生件数、摂食者総数、

患者数、死者数を表にまとめた独立した

ページを作成した。年次推移もグラフで

表示した。 
（２）厚労省・自然毒リスクプロファイ

ルのホームページの植物性自然毒項個

別データを整理した。きのこの項におい

ては、最近の知見により、クサウラベニ

タケをクサウラベニタケ近縁種とし、３

種があることを記載した。すなわち、ク

サウラベニタケは日本で食中毒が多い

き の こ で 、 こ れ ま で 欧 州 起 源 の

Entoloma rhodopolium と考えられてき

たが、その形態学的な多様性から一つの

種ではなく複数の種から構成されるの

ではないかと言う指摘は以前からされ

ており、最近の詳細な分類学的研究から

クサウラベニタケは少なくとも３種類

の異なるきのこから構成されることが

明らかになったため*、クサウラベニタ

ケ近縁種として一つのグループの中に

これらの３種を含めた。 

 クサウラベニタケモドキ 

E. subrhodopolium 

Kondo&Nagasawa 
 ニセクサウラベニタケ 
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E. pseudorhodopolium 
Kondo&Nagasawa 
 コガタクサウラベニタケ  

E. lacus Kondo 
（３）有毒きのこではツキヨタケおよび

クサウラベニタケ近縁３種について、ま

た、有毒植物ではイヌサフラン、スイセ

ン、バイケイソウ、チョウセンアサガオ、

トリカブトの５種について、検査・同定

法として遺伝子検査法（PCR-RFLP法お

よびリアルタイム PCR 法）に関する情

報を記載した。【有毒きのこ】ツキヨタケ

およびクサウラベニタケ近縁３種の遺

伝子検査法について I.PCR-RFLP 法と

II.Real-time PCR を用いた方法の二章

からなる実験手順書を作成し、詳細に示

した。それぞれの試験に使用するプライ

マー・プローブの配列情報も記載した。

【有毒植物】イヌサフラン、スイセン、

バイケイソウ、チョウセンアサガオ、ト

リカブトの５種の遺伝子検査法に関し

ても同様に示した。標的植物あるいはき

のこの配列に関する情報も別表に一覧

した。 
（４）（３）以外の標的きのこ、あるいは

植物についての遺伝子検査法を自ら作

成可能にするための手順概要を記載し、

分析スキームを作成した。分析スキーム

は、行うべき実験手順をフローチャート

で示し、検査方法を選択するフローをわ

かりやすく示した。 
（５）各項目に分散していた食中毒情報

を一元化して植物性自然毒データベー

スとして整理し、生化学部ホームページ

内に新しく設けることで、年次変化や中

毒発生傾向などを把握しやすくなるこ

とが期待される。 
* Sci. Rep., 7: 14942, 
DOI:10.1038/s41598-017-14466-x 
(2017) 
 
C. 研究結果および考察 

まず、データベースにスキームを掲載

して分析すべき対象がすでに方法が確

立しているものか、新規に開発すべきも

のかを図で示し分かりやすくした（図１、

図２AB）。図１では、有毒植物、有毒き

のこの分析スキームをそれぞれ示した。

新たに分析法を確立する場合は、図２の

分析法開発スキームに従って行うよう

になっている。今後、開発スキームの改

良と併行して提供情報を充実させてい

くことが必要と考えている。 
すでに方法が確立している有毒きの

こ（ツキヨタケ、クサウラベニタケ近縁

3 種）と有毒植物 5 種の分析の場合は、

検査・同定法欄の簡易検査法（PCR-
RFLP）または確定検査法（Real-time 
PCR）の項に示された実施手順概要、配

列情報、プライマー・プローブ情報、標

準プラスミド配列を参考にして検査を

実施することができる。 
例としてツキヨタケによる食中毒の

判別について記述する。原因食物として

ツキヨタケを疑う場合、まず簡易検査法

（PCR-RFLP）に従い、必要な試薬・消

耗品および検査用プライマーを準備し

て手順通りに PCR テンプレート調製し

たのち PCR 試験の産物を制限酵素処理

したものから得られた電気泳動像より
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食毒の判別を行う。この方法でツキヨタ

ケと形態が似ている他の食用きのこと

区別することができる。さらに正確に判

別したい場合は、確定検査法（Real-time 
PCR）に従い、試験する。この方法でツ

キヨタケ特異的な増幅の有無で判別す

ることができる。 
クサウラベニタケ近縁３種と有毒植

物５種においても同様に行うことがで

きる。 
 
食用／有毒含めて開発過程で解析し

た配列は NCBI に登録をして Accession 
#を取得している。これらの配列情報（採

取サンプルの解析を含む）は一覧表に整

理してあるため（図３、４）、入手したい

配列は表の Accession #をクリックする

ことで NCBI の該当するホームページ

から必要な配列情報を得ることができ、

方法の改良を行うことも可能となった。 
 
一方、新たに分析法を確立する場合は、

分析法開発スキームに従って行う。 
まず、よく間違える食用のものと標的

とする有毒種のサンプルから、DNA 抽

出を行い ITS 領域の解析、およびデータ

ベース上の該当データと併せてアライ

ンメントから特異的な領域を選定する。

選定した有毒植物種特異的配列を用い

て実際の試料（食用と有毒植物）を用い

て特異性を確認する。また、加工調理さ

れた場合も想定して、可能範囲でその他

の作物いついても交差藩王性を検証し

たうえで、試験法として確立するものと

する。 

次に、各項目に分散していた食中毒情

報を一元化して、食中毒統計情報として

新たなページを作成して整理するとと

もに（図５）、年次推移をグラフで表示し

た。また原因種の個別データも整理して

掲載した。 
 
過去 18 年の統計情報から、同定され

た原因きのこに関しては、ツキヨタケま

たはクサウラベニタケ類が主要な原因

きのこであった。事例発生件数総数は、

きのこの生育状況や採取数が天候や社

会情勢の影響を受けることを考慮する

必要があるが、年 16 件から 86 件までの

幅があった。死者数は少ないが数年ごと

に発生し、合計 13 名であった。ドクツ

ルタケやニセクロハツ、カエンタケが原

因と判明した例もあったが、原因種不明

の場合も多く存在する。、ツキヨタケま

たはクサウラベニタケ類だけをみると

ツキヨタケは毎年一定数の中毒が発生

する傾向であるが、クサウラベニタケは

中毒事例総数が多い時に多い傾向が見

て取れる。中毒事例総数が多い時は、き

のこ類が豊作の時で、そのようなときは、

食用のウラベニホテイシメジに食らえ

て通常小さい有毒のクサウラベニタケ

が大きく成長することで、判別が難しく

なっていることが原因の一つと考えら

れた。 
 

D. 結論 
食中毒統計情報から掲載検査法分析

スキーム、分析法開発スキーム、配列情

報のほか、分類のための分子系統樹解析
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例を示した、新たな植物性自然毒データ

ベース MushPlant を構築した。 
本データベースを活用することによ

り、各試験機関は既法の遺伝子検査法の

実行や改良を行えるだけでなく、新たな

標的に対する試験査法の開発が可能と

なる。 
 
II. LAMP 法を用いた簡易検出法の開

発 
A.  研究目的 

有毒植物による食中毒事例はスイセ

ン、バイケイソウ、イヌサフラン、チョ

ウセンアサガオ、トリカブトで多く発生

し、食中毒事例全体の約７割を占める。

特に、イヌサフランでは死亡事例も報告

されている。山菜採り、家庭菜園での採

取や採取した植物の譲渡などによる「家

庭」での食中毒発生が多くを占めており、

迅速簡便な有毒植物の同定法が求めら

れてきた。そのようなニーズに対応すべ

く LAMP 法を用いた有毒植物の判別法

の開発について検討を行った。植物の

DNA バーコーディング領域である ITS 
領域、rbcL領域、matK領域およびpsbA-
trnH 領域の塩基配列情報をもとに

LAMP 法用プライマーを設計し、その選

択性や増幅反応時間について検討を行

った。さらに、増幅反応時間の短縮や検

出感度の向上のために追加で設計した

ループプライマーの性能についても検

討を行った。また、設計したプライマー

セットを用いた LAMP 法の特異性につ

いても確認し、標的となる有毒植物由来

DNA を選択的に増幅するプライマーセ

ットを選抜した。特異性の高いプライマ

ーを用いた迅速簡便な LAMP 法が確立

できれば、2 時間以内に原因植物の特定

が可能となり、有毒植物が疑われる食中

毒の早期原因究明に有用であると考え

られる。 
 

B.  研究方法 
（１）試料 

本研究で用いた有毒植物（トリカブト

4 種、イヌサフラン、スズラン 2 種、バ

イケイソウ、スイセン、チョウセンアサ

ガオ 3 種）および誤認されやすい食用植

物（ニリンソウ、ギョウジャニンニク、

ギボウシ 2 種、ニラ）は北海道立衛生研

究所の薬用植物園で採取したものを使

用した。その他の誤認されやすい食用植

物（モロヘイヤ、オクラ、ゴボウ）は国

内産（北海道、沖縄県、群馬県）の市販

品を試料として用いた。 
（２）DNA 抽出 

各試料からの DNA 抽出は、DNeasy 
plant mini kit (QIAGEN)を用いた。抽

出した DNA 溶液の濃度は、超微量分光

光度計 NanoDrop One (Thermo Fisher 
Scientific)を用いて定量した。 
（３）LAMP 法 

Loopamp DNA 増幅試薬キット（栄研

化学）を用い、必要に応じて、Loopamp
蛍光･目視検出試薬（栄研化学）を反応液

に添加して LAMP 法を実施した。増幅

反応は、63℃で 1 時間もしくは 2 時間保

持後に、酵素を失活させるため 80℃で 5
分間処理した。増幅反応には、リアルタ

イム濁度測定装置 LA-320C（栄研化学）
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を用いた。 
 

C.  研究結果および考察 
トリカブト、イヌサフラン、バイケイ

ソウ、スイセン、チョウセンアサガオそ

れぞれの ITS 領域、rbcL 領域、matK 領

域および psbA-trnH 領域の配列情報を

もとに各有毒植物の検知を目的とした

LAMP 法用プライマーを設計した。標的

とする有毒植物及び誤認されやすい食

用植物を対象に各プライマーを用いた

LAMP 法を実施したところ、いくつかの

プライマーで標的となる有毒植物で増

幅を示すことが確認できた。増幅反応は、

多くは反応開始後、30 分から 40 分程度

で増幅し始めるが、中には 60 分過ぎか

ら増幅を示すものもあった。 
反応時間の短縮と検出感度の向上を目

的にループプライマーを追加設計し、そ

の効果を確認した（図 8～12）。本来ルー

ププライマーは、2 本まで設計できるが、

配列とプライマーの相性の関係で一部

のプライマーについてはループプライ

マーが 1 本だけであった（図 4）が、い

ずれも反応開始から 20 分前後で増幅の

立ち上がり確認できるようになった。こ

れにより、60 分の反応時間で十分に増

幅を確認できるようになった。 
ループプライマーを含む LAMP 法用

プライマーセットの特異性を確認する

ため、合計 20 種の有毒植物および食用

植物に対し LAMP 法を実施した（図 13）。
その結果、トリカブト検出用、イヌサフ

ラン検出用、バイケイソウ検出用、チョ

ウセンアサガオ検出用に設計したプラ

イマーセットで、標的となる有毒植物以

外では増幅しないことが確認できた。し

かし、スイセン検出用に設計したプライ

マーを用いた LAMP 法では、反応時間

が 60 分を過ぎたあたりから多くの植物

種で増幅を示したため、再度プライマー

設計から見直すこととした。 
 

D.  結論 
作成した LAMP 法プライマーおよび

ループプライマーのセットの中から、ト

リカブト検出用、イヌサフラン検出用、

バイケイソウ検出用、チョウセンアサガ

オ検出用の 4 種類のプライマーセット

を選出した。この 4 種類のプライマーセ

ットは、有毒植物および食用植物(合計

20 種類)との交差性試験を実施しても、

それぞれ標的とする有毒植物種以外で

は増幅を示さず、特異性が高いことが確

認された。 
LAMP 法用のプライマーの設計に際

して、植物 DNA バーコード領域である

ITS 領域、rbcL、matK および psbA-
trnH 領域を対象に配列情報からプライ

マーを設計し、LAMP 法を実施した結果、

ITS 領域もしくは matK領域を対象とし

たプライマーで、十分な増幅速度を示し、

特異性が高いものが得られた。これは、

ITS 領域や matK 領域の配列情報に、有

毒植物の品種間では共通配列が多く、ま

た有毒植物と食用植物との品種間では、

特徴的な差異が適度にあり、そこが

LAMP 法の選択特異性に適していたた

めと考えられる。 
今後は、各プライマーセットでの
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LAMP 法の検出感度の確認や、また加

熱･消化処理した有毒植物の検出の可否

などを確認していく。また、スイセン検

出用プライマーについては、再度調整を

して特異性の高いプライマーを作出す

る。 
今回作成したイヌサフラン用プライ

マーセットは、イヌサフランと同様に食

用植物のギョウジャニンニクと誤認し

て食中毒を引き起こす恐れのあるスズ

ランでは増幅を示さなかった。ギョウジ

ャニンニクに似た有毒植物の判定をす

る際には、イヌサフランと共にスズラン

も検出できると応用の幅が広がるので、

今後スズラン検出用のプライマーの設

計についても検討を行う。 
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