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研究要旨

 我が国における自然毒による食中毒の傾向について理解を深め、効果的な予防策の策

定に役立てるため、平成 3 年から令和 2 年の 30 年間に厚生労働省へ報告された植物性

自然毒のキノコを原因とする食中毒事件について調査し、発生件数/患者数の経年変

化、発生地域、発生時期、原因施設等の傾向を解析した。

また、厚生労働省ホームページに掲載されている「自然毒のリスクプロファイル」

が作成されてから 10 年が経過しており、その間に新しい知見が報告されているなど、

見直しが必要な状況である。そのため、本分担研究において自然毒のリスクプロファイ

ルの更新作業を行っている。
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A．研究目的 
我が国における自然毒による食中毒の

傾向について理解を深め、効果的な予防

策の策定に役立てるため、本分担研究で

は、主に植物性自然毒を原因とする食中

毒を対象に、その発生の実態や原因等を

調査して傾向を解析することを目的とし

た。行政上は食中毒の原因となる植物性

自然毒は「キノコ」と「高等植物」に分

類され、これまでの研究では特に高等植

物に着目し、さまざまな視点から食中毒

の傾向を解析してきた。今年度は、キノ

コに着目して調査を行い傾向の解析を行

うことにした。また、厚生労働省ホーム

ページ（以下、HP とする）に掲載され

ている「自然毒のリスクプロファイル」

が作成から 10 年が経過しており、その

間に新しい知見が報告されているなど、

見直しが必要な状況である。そのため、

本分担研究において自然毒のリスクプロ

ファイルの更新作業を行うことも目的と

した。
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B．研究方法 
1. キノコを原因とする食中毒

厚生労働省監修（平成 10 年以前は厚

生省監修）の「全国食中毒事件録（平成

3～令和 2 年版）」及び厚生労働省ホーム

ページの食中毒統計資料（最終確認：令

和 3 年 9 月）にて公表された食中毒事件

のうち、植物性自然毒（キノコ）を原因

とする事件を抽出して本研究の調査対象

とした。また、下記を補足資料として参

考にした。

食中毒の傾向解析にあたり、発生地域

については厚生労働省へ食中毒事件の報

告を行った自治体が属する都道府県とし

た。

 食品衛生学雑誌（平成 3 年 33 巻～

令和 2 年 62 巻）に掲載された「食

中毒等事件例」

 全国地方衛生研究所等の年報

 全国地方自治体の報道発表資料

2. 自然毒のリスクプロファイル

厚生労働省 HP に掲載している「自然

毒のリスクプロファイル」について、食

中毒の担当部署（医薬・生活衛生局食品

監視安全課）と協議しつつ更新作業を進

めることとした。

C．研究結果及び考察 
1. キノコを原因とする食中毒

1-1. 経年変化

平成 3 年から令和 2 年（30 年間）に

全国自治体から厚生労働省へ報告され

た植物性自然毒のキノコを原因とする

食中毒事件は、合計で発生件数が 1,385

件、患者数が 4,654 名（うち死者数 28
名）であった。その発生件数と患者数

の経年変化を図 1 に示した。毎年 10 件

以上の食中毒事件が報告されており、

近年はやや減少傾向である。30 年間の

発生件数と患者数の平均値は 46 件、

155 名、中央値は 41 件、136 名であっ

た。ただし、最も発生件数が多かった

平成 10 年は 103 件、431 名、最も少な

かった平成 29 年は 16 件、44 名であ

り、年毎の変化が大きい。これは、野

生キノコの生育が気候の影響を受けや

すいことが一因として考えられる。

1-2. 地域及び原因施設

都道府県別の発生件数の違いを図 2
に示した。ここでは食中毒を厚生労働

省へ報告した自治体を対象にし、さら

に市町村については都道府県に変更し

てカウントした。その結果、全ての都

道府県で最低 1 件はキノコによる食中

毒が報告されており、最多が新潟県の

169 件、次いで山形県 133 件、福島県

108 件、北海道 93 件、長野県 91 件で

あった。

これら上位の道県のうち、福島県に

おける発生件数の経年変化を図 3 に示

した。福島県ではキノコによる食中毒

が平成 14 年から毎年ほぼ 5 件以上報告

され、平成 22 年には 20 件と他年に比

べて異常に多発していた。しかし、平

成 23 年には 0 件と顕著に減少し、その

後も発生件数は少数で推移している。

我が国では平成 23 年（2011 年）に東

日本大震災による福島第一原子力発電
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所事故が発生し、一部の地域では放射

性物質への暴露を懸念して野生キノコ

の採取についても注意が呼びかけられ

ていたことから、福島県におけるこの

傾向には事故の発生が影響していると

推測された。また、福島県に隣接する

県における発生件数についても経年変

化を解析したが、明確な傾向は見られ

なかった。

原因施設別の発生件数を表 1 に示した。

全体の約 9 割が家庭で発生しており、自ら

又は家族が採取したもの、あるいは譲渡さ

れたものを自宅で食していた。次いで多か

ったのは販売店、事業場であった。

1-3. 原因キノコ

食中毒の原因として報告されたキノコ

の種類について、30 年間に発生件数が 10
件以上であったものを表 2 に示した。表 2
の集計では、原因として「推定」と報告さ

れたキノコも含め、また 1 件の食中毒事件

で複数種のキノコが原因とされていた場

合には、それぞれのキノコについてカウン

トした。その結果、発生件数と患者数とも

に最多はツキヨタケの 519 件、患者数

2,080 名であり、次いで発生件数が多い順

にクサウラベニタケ、カキシメジ、ドクサ

サコ、テングタケであった。上位 2 種（ツ

キヨタケ、クサウラベニタケ）のみで発生

件数の全体の 5 割を超え、さらに上位 5 種

まで含めると全体の約 7 割を占めていた。 
表 2 の上位 5 種のキノコについて、そ

れぞれの地域別の発生件数を図 4 に示し

た。その結果、発生件数が多い順に、ツキ

ヨタケでは新潟県が 97 件、山形県が 65

件、福島県が 36 件、クサウラベニタケで

は山形県が 31 件、福島県が 30 件、茨城

県と長野県が同じく 23 件、カキシメジで

は福島県が 21 件、長野県が 14 件であっ

た。一方、ドクササコによる食中毒は 57
件のうち新潟県が 30 件、テングタケは 56
件のうち北海道が 23 件で発生しており、

これら 2 種のキノコは食中毒の発生地域

が集中していることが特徴的であった。

平成 3 年から令和 2 年の間に死亡者が

報告された食中毒事件を表 3 にまとめた。

その結果、調査した 30 年間で死亡者が報

告されたのは 24 件、人数は 28 名であっ

た。原因とされたキノコはドクツルタケが

最多であり、次いでニセクロハツが多かっ

た。表 3 のキノコのうちドクツルタケ、シ

ロタマゴテングタケ、タマゴテングタケ、

タマゴタケモドキはいずれも毒性が高い

環状ペプチドのアマニタトキシンを含み、

1 本の喫食でも致死的になると言われて

いる 1)。本研究で対象にした期間には死亡

者の報告はなかったが、それ以前には、同

じくアマニタトキシンを含むコレラタケ

（ドクアジロガサ）による死亡も報告され

ていた。死者数がドクツルタケに次いで多

かったニセクロハツは、有毒な成分として

2-シクロプロペンカルボン酸を含んでお

り、橋本らによると、マウス試験の結果を

もとに、ヒトの感受性がマウスと同等と仮

定した場合には直径 6-7 cm のニセクロハ

ツの子実体 2-3 本が致死量に相当すると

報告されている 2)。その他、カエンタケは

環状トリコテセン類を含み、毒性が高いた

め小指の先程度の喫食量でも致死的にな

ると言われている 3)。よって、これらの毒

71



性が非常に高く致死的になりやすい毒成

分を含むキノコについては特に注意を喚

起すべきである。一方、致死的になること

はまれだが、ツキヨタケやニガクリタケで

も死亡が報告されている点にも留意すべ

きである。

次に、ドクツルタケ、シロタマゴテング

タケ、ニセクロハツ、カエンタケが原因と

された食中毒事件の発生地域を図 5 に示

した。この図では、死亡者の有無にかかわ

らず、30 年間に発生した全ての食中毒事

件を対象にしており、表 2 と同じく、推定

の事例、原因キノコが複数種の事例も含め

た。色づけした都道府県では、ドクツルタ

ケの栃木県 4 件、兵庫県 2 件、シロタマゴ

テングタケの栃木県 2 件、カエンタケの新

潟県 2 件を除き、他は 1 件ずつの発生で

あった。

1） 小野寺誠、藤田友嗣ら；中毒研究 26,
210-214, 2013

2） 橋本貴美子ら ; 化学と生物  47(9)
600-602 (2009)

3） 橋本貴美子 ; モダンメディア  64(9)
6-13 (2018)

1-4. 誤認したキノコ

有毒なキノコによる食中毒は、見た目

がよく似た食用キノコとの誤認が主な発

生要因である。そのため、30 年間に報告

された食中毒事件で原因とされた有毒な

キノコと、患者らが採取しようとしてい

た（誤認した）キノコを表 4 にまとめ

た。

表 4 に示した患者らが採取しようとし

ていたキノコには、以前（2010 年頃）の

図鑑では食用にできる、あるいは生で食

べれば毒とされていたが、キノコ研究の

進展とともに有毒な成分の含有が確認さ

れるなど、現在では食用にすべきでない

と言われているキノコが含まれてた。中

でもクロハツについては、毒性が高く死

亡者も出ているニセクロハツと酷似して

いること、外国では有毒キノコとして扱

われていることも、食べてはいけない理

由として挙げられている 4）。そのため、

慣れていない人がキノコ狩りに図鑑を持

参する際は、なるべく新版のものにする

方が良く、そのことを周知する必要があ

ると考えられた。

4） 今関六也、大谷吉雄、本郷次雄 編
集、山渓カラー名鑑 日本のキノコ

（2019 年 5 月 1 日初版第 4 刷発

行）、（株）山と渓谷社

1-5. 発生時期

平成 3 年から令和 2 年までのキノコに

よる食中毒の発生時期（月）の傾向を図

6 に示した。その年の気候にもよるが、

30 年間の全体的な傾向としては、9 月の

中旬から増加し始め、10 月にピークを迎

え、11 月中旬頃に向けて減少していた。

しかし、キノコは種類ごとに適当な生育

時期があり、その時期に応じて食中毒の

発生状況や注意すべきキノコも異なるも

のと考えられる。そのため、発生件数が

多かった上位 5 種のキノコについて個々

の食中毒発生時期の傾向を図 7 にまとめ
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た。ただし、発生件数の少ない 6-8 月と

12 月は月単位、多い 9-11 月は各月の 1-
14 日を前半、15-30 日/31 日を後半と二

分して示すことにした。その結果、気候

の変動による影響は想定されるものの、

各キノコを原因とする食中毒の発生時期

には次の傾向が見られた。 
▸ ツキヨタケ：7 月頃から食中毒の発

生が報告され始め、9 月後半から 10
月後半に向けて増加するが、11 月に

は激減していた。図 7 には示してい

ないが、4 月にも 1 件報告されてい

た。 
▸ クサウラベニタケ：7 月、8 月にも 1

件ずつ報告はあったが、複数報告さ

れるのは 9 月前半からで、10 月前半

にピークを迎えて、11 月に入るとほ

ぼ報告されなくなっていた。図 7 に

は示していないが、2 月にも 1 件報

告されていた。 
▸ カキシメジ：食中毒が報告される時

期の傾向はツキヨタケによく似てお

り、9 月後半から 10 月後半に向けて

増加し、約 7 割（66/88 件）が 10 月

に発生していた。 
▸ テングタケ：夏から秋にかけて生え

るキノコのため、食中毒の発生時期

も上記のキノコよりも比較的早い。6
月から報告され始め、8 月頃から増

加し、9 月後半から 10 月前半にピー

クとなり、その後減少していた。た

だし、発生件数の多い北海道の事例

みでは、8 月下旬から 10 月上旬の間

に発生していた。 

▸ ドクササコ：上位 5 種のキノコの中

では比較的遅い時期に食中毒の発生

が報告されており、特に 10 月後半に

多発していた（36/57 件）。 
 
（2） 自然毒のリスクプロファイル 
 厚生労働省 HP に掲載されている自

然毒のリスクプロファイルについて、

現行版の問題点を洗い出したところ、

新規の知見が含まれていない、様式や

記載項目が統一されていない、写真が

未掲載のものがあるといったことなど

が見直すべき点として挙げられた。そ

れをもとに、厚生労働省担当部署と協

議の上、更新版の方針を決定した。現

在、更新作業が途中のため、報告は次

年度以降に行うことにする。 
 
D．結論 

平成 3 年から令和 2 年の 30 年間に全国

自治体から厚生労働省へ報告された植物

性自然毒のキノコを原因とする食中毒事

件について傾向をまとめた。野生キノコで

あるため、その生育が気候の影響を受けや

すく、それに応じて食中毒の発生も左右さ

れると想定されるが、今回、30 年間とい

う長期間の食中毒事件を総合的に解析し

たことにより、原因とされたキノコ毎に食

中毒の発生地域や時期について一定の傾

向を見ることができた。これは、経験から

何となく理解していた食中毒の傾向を裏

付けるデータとして利用できるだろう。ま

た、本分担研究で取り組んでいる「自然毒

のリスクプロファイル」の更新作業にも役
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立てることができる。

E．研究発表 
1. 論文発表

なし

2. 学会発表

1） 登田美桜：植物性自然毒に関する最

近の話題、令和 3 年度地方衛生研究

所全国協議会近畿支部自然毒部会、

Web 開催、2021 年 11 月

2） 登田美桜：植物性自然毒（毒キノ

コ、有毒植物）による食中毒につい

て、第 35 回日本中毒学会東日本地方

会教育講演、Web 開催、2022 年 1
月

F．知的財産権の出願・登録状況 

特になし
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図１．毒キノコによる食中毒の経年変化（H3-R2） 

 
 

 
 

図２．毒キノコによる食中毒の地域別発生件数（H3-R2） 
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図３．福島県における毒キノコによる食中毒発生の経年変化（H3-R2） 
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図４．発生件数上位 5 種の毒キノコの食中毒発生地域（H3-R2） 
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図５．死亡が報告された主な毒キノコの食中毒発生地域（発生件数、死者数/患者数） 
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図６．毒キノコによる食中毒の月別発生件数（H3-R2） 

図７．発生件数上位 5 種の毒キノコによる食中毒の月別発生件数（H3-R2） 
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表１．毒キノコによる食中毒の原因施設（H3-R2） 

注 1：括弧内は合計に占める割合% 

表２．食中毒の発生件数が 30 年間に 10 件以上の毒キノコ（H3-R2） 

種類 注 1 発生件数（件）注 2 患者数（名）

ツキヨタケ 519 2,080 

クサウラベニタケ 272 978 

カキシメジ 88 351 

ドクササコ 57 117 

テングタケ 56 88 

イッポンシメジ 20 75 

ドクヤマドリ 19 68 

ドクツルタケ 18 49 

ヒカゲシビレタケ 18 48 

イボテングタケ 14 19 

カヤタケ属の一種 14 28 

ニガクリタケ 11 22 

ハイイロシメジ 10 22 
注 1：「推定」と報告された事件も含めた。 
注 2：食中毒の原因となった毒キノコが複数種の事件については、それぞれの

毒キノコについてカウントした。

原因施設 発生件数：件 患者数：人

家庭 1,233 (89.0%)注 1 3,704 (79.6%) 

販売店 36 (2.6%) 165 (3.5%) 

事業場 32 (2.3%) 248 (5.3%) 

飲食店 17 (1.2%) 158 (3.4%) 

旅館 10 (0.7%) 70 (1.5%) 

採取場所 8 (0.6%) 31 (0.7%) 

学校 1 (0.1%) 6 (0.1%) 

その他 45 (3.2%) 264 (5.7%) 

不明 3 (0.2%) 8 (0.2%) 

合計 1,385 4,654 
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表３．死亡者が報告された食中毒事件で原因とされたキノコ

種類 注 1 発生件数（件） 患者数（名） 死者数（名）

ドクツルタケ 9 20 11 

ドクツルタケ・タマゴテングタケ 1 2 1 

シロタマゴテングタケ 2 7 2 

タマゴタケモドキ 1 1 1 

ニセクロハツ 4 10 5 

カエンタケ 2 7 2 

ツキヨタケ 1 3 2 

ニガクリタケ 1 2 1 

不明及び無記載 3 4 3 

合計 24 56 28 
注 1：「推定」と報告された事件も含めた。 

表４．過去に発生した食中毒事件で誤認したキノコ（H3-R2） 

毒キノコ 患者らが採取しようとしたキノコ

ツキヨタケ ヒラタケ、シイタケ、ムキタケ、ナラタケ、ウスヒラタ

ケ、カンゾウタケ、ブナシメジ、ブナハリタケ

クサウラベニタケ ウラベニホテイシメジ、ハタケシメジ、ホンシメジ、カ

クミノシメジ、ホテイシメジ 注 1、シイタケ、ヒラタケ、

ナラタケ

カキシメジ クリタケ、ニセアブラシメジ/クリフウセンタケ、ハナイ

グチ、ツチナメコ、マツタケ、ムラサキシメジ

ドクササコ ナラタケ、シメジ科のキノコ

テングタケ マツタケ、カラカサタケ、ガンタケ 注 2、シメジ科のキノ

コ

ドクヤマドリ ヤマドリタケ、ヤマドリタケモドキ

ヒカゲシビレタケ ナラタケ、ハタケシメジ、エノキダケ

ニガクリタケ クリタケ、ナラタケ

ハイイロシメジ シロシメジ

カエンタケ ベニナギナタタケ

ニセクロハツ クロハツ 注 2、クロハツモドキ 注 2

ドクツルタケ シロマツタケモドキ、オトメノカサ、ツルタケ 注 4

シロタマゴテングタケ シロマツタケモドキ

注 1：食べる前後に飲酒すると悪酔いのような中毒を起こす 
注 2：以前は「食用にできるが生食は毒」だったが、現在は食用にすべきでないとされている。 
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	4種内部標準混合溶液が10 ng/mLとなるように加え、0.4%TCA含有60%メタノール溶液により、5－200 ng/mLの標準溶液を調製した。それぞれ5 LをLC-MS/MSに注入して絶対検量線法または内部標準法により定量値を求めて比較した。
	1.8 添加回収試験
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	B-3-2．高極性のキノコ毒の分析法の開発
	（分析条件2）
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	2.2 試薬・試液
	ニセクロハツの指標成分であるCPAC以外は市販品を用いた。高極性の8成分はメタノール・水（1:1）混液に溶解し100、500、または1000 g/mLの標準原液を調製した。低極性の7成分の標準溶液は1.3 試薬・試液に示すとおり調製した。
	また、内部標準として、安定同位体標識化合物のアラニン-d4（Sigma-Aldrich社製）を用いた。メタノール・水（1:1）に溶解し500 g/mLの標準溶液を調製した。
	誘導体化には、富士フィルム和光純薬（株）製のAPDS試薬（APDSTAG）およびホウ酸緩衝液（APDSTAG Wako Borate Buffer）を用いた。APDS試薬100 mgをLC-MS用アセトニトリル5 mLに溶解して20 mg/mLの溶液を調製し、4℃で保存して用いた。
	その他試験溶液の調製およびLC-MS/MS測定に用いた有機溶媒は、市販の残留農薬試験用またLC-MS用を用いた。
	その他試験溶液の調製およびLC-MS/MS測定に用いた有機溶媒は、市販の残留農薬試験用またLC-MS用を用いた。
	2.3 装置
	LC-MS/MS装置は以下の高速液体クロマトグラフ－トリプル四重極タンデム質量分析計を用いた。
	LC-MS/MS装置は以下の高速液体クロマトグラフ－トリプル四重極タンデム質量分析計を用いた。
	・ExionLC AD（Sciex社製）−Triple Quad 5500+・QTRAP Ready（Sciex社製）
	・ExionLC AD（Sciex社製）−Triple Quad 5500+・QTRAP Ready（Sciex社製）
	誘導体化反応に用いたヒートブロックは、Themo Fisher Scientific社製のReacti-Thermを用いた。
	2.4 LC-MS/MS測定条件
	分析カラムは、Phenomenex社製のLuna PFP(2) (2 mmφ×150 mm, 3 m)を用い、0.01%ギ酸含有5 mMギ酸アンモニウム溶液とメタノールの2液グラジエントによるRPLCにより分析を行った。質量分析のイオン化は、ESI法で行い、予想される溶出時間帯のみを測定するScheduled MRMを用いた。
	分析カラムは、Phenomenex社製のLuna PFP(2) (2 mmφ×150 mm, 3 m)を用い、0.01%ギ酸含有5 mMギ酸アンモニウム溶液とメタノールの2液グラジエントによるRPLCにより分析を行った。質量分析のイオン化は、ESI法で行い、予想される溶出時間帯のみを測定するScheduled MRMを用いた。
	2.5誘導体化反応
	分析対象とした16成分（内部標準のアラニン-d4を含む）のうち、アミノ酸類（イボテン酸、アリルグリシン、プロパルギルグリシン、アガリチンおよびアラニン-d4）とアミン類（ムシモール）の6成分は、分子内のアミノ基をAPDS法により誘導体化した上で分析した。アミノ基を有しない他の10成分と合わせ、16成分の混合標準液を80％メタノール溶液により調製し、1.5ｍLの不活性処理済みガラス製バイアル中に100 L分取した。これにホウ酸緩衝液300 LおよびAPDS溶液100 Lを加えて、スクリューキャ...
	2.6 SRM条件の最適化
	APDS誘導体化物（APD-M）のSRM条件の最適化は、2.5誘導体化反応により、各成分の10 g/mLの標準溶液を誘導体化して得られた試験溶液（1 g/mL）をメタノールで100倍希釈した後、シリンジポンプによるインフュージョンにより質量分析計に導入して行った。誘導体化物のプロトン付加分子（[APD-M+H]P+P）に相当するプリカーサーイオンが、m/z Mm+121（Mm: 分析対象化合物のモノアイソトピック質量）として検出されたことを確認後、定量用としてMm+121 > 121、確認用と...
	APDS誘導体化物（APD-M）のSRM条件の最適化は、2.5誘導体化反応により、各成分の10 g/mLの標準溶液を誘導体化して得られた試験溶液（1 g/mL）をメタノールで100倍希釈した後、シリンジポンプによるインフュージョンにより質量分析計に導入して行った。誘導体化物のプロトン付加分子（[APD-M+H]P+P）に相当するプリカーサーイオンが、m/z Mm+121（Mm: 分析対象化合物のモノアイソトピック質量）として検出されたことを確認後、定量用としてMm+121 > 121、確認用と...
	イボテン酸とアガリチンのMm+121 > 121と Mm +121 > Mm+1のトランジションはインフュージョンにより最適化できなかったため、PFPカラムを用いて得られたクロマトグラムにより最適化を実施した。分離カラムはMerck社製のコアシェル型PFPカラム、Supelco Ascentis Express F5（2.1 mmφ×150 mm, 3 m）を用いた。1 g/mLの標準溶液を誘導体化した試験溶液（100 ng/mL）をPFPカラムにより分離し、Declustering pote...
	イボテン酸とアガリチンのMm+121 > 121と Mm +121 > Mm+1のトランジションはインフュージョンにより最適化できなかったため、PFPカラムを用いて得られたクロマトグラムにより最適化を実施した。分離カラムはMerck社製のコアシェル型PFPカラム、Supelco Ascentis Express F5（2.1 mmφ×150 mm, 3 m）を用いた。1 g/mLの標準溶液を誘導体化した試験溶液（100 ng/mL）をPFPカラムにより分離し、Declustering pote...
	その他のSRMトランジションについてはPFPカラムで分離したピークについて、プロダクトイオンスペクトルから候補を探索し、CEを20-110 Vまで10 Vずつ変え、プロダクトイオンの強度が最大となるCEを設定した。
	各誘導体化物について、定量用で1つ、確認用で3つの合計4つのトランジションを設定した。なお、インフュージョンにより最適化できなかったトランジションのCollision exit potential（CXP）は一律10 Vに設定した。
	誘導体化しない10成分のSRM条件の最適化は、標準原液をメタノールまたはメタノール・水（1:1）混液で適宜希釈したものをインフュージョンにより質量分析計に導入し、定量用と確認用の2つのトランジションを設定した。
	2.7 機器分析の検出限界および定量限界の推定
	16成分の混合標準液を、80％メタノール溶液で希釈して1、2.5、5、10，25、50、100、250 ng/mLの8濃度の標準溶液を調製し分析した（誘導体化後の試験溶液の濃度は0.1、0.25、0.5、1、2.5、5、10、25 ng/mL）。各濃度に対するクロマトグラムのピーク面積をプロットし、最小二乗法による直線回帰して得られた検量線の傾き（a）を求めた。さらに、各濃度のクロマトグラムから、検出限界に近い濃度の試験溶液を選択して6回繰り返し測定し、ピーク面積の標準偏差（）を求めた。検出限...
	B-3-3．CPACの化学合成
	1) Hayakawa, I., Watanabe, H. and Kigoshi, H. Tetrahedron, 64, 5873-5877 (2008).
	C,D-3-1．低極性のキノコ毒の分析法の開発
	（分析条件１）
	日本において過去の食中毒発生件数が最も多いキノコはツキヨタケで、次いでクサウラベニタケ、カキシメジとなっており、現在もこの3種のキノコの誤食による食中毒が毎年数多く発生している。また、過去の食中毒の死亡事例は、ドクツルタケが最も多く、次いでシロタマゴテングタケ、ニセクロハツ、カエンタケとなっている（登田ら．(2012)）P1)P。分析対象化合物とした9成分は、これらの有毒キノコのうちクサウラベニタケ以外のものに対応しており、致死的な食中毒事例をはじめ、多くの事例に対応することが可能であると考えら...
	分析対象化合物とした9成分は、誘導体化やイオンペア試薬を用いることなく、RPLCで分析することが可能であった。分析条件については、先の厚生労働科学研究（H30-食品-一般-008）において最適化しており、今回、有毒植物の多成分分析に用いた前処理法を応用して添加回収試験を実施した。
	1.1添加回収試験の結果
	シイタケを用いて0.5-2 g/gの濃度で添加回収試験を実施した結果、内部標準補正を行わない場合、CPACを除く8成分で真度は81-87%、併行精度は　1.7-10.1RSD%となった。内部標準補正を行った場合、真度は8成分いずれも向上し、85-98%となった。併行精度は3.1-9.0RSD%となり、成分によっては定量値のバラツキが大きくなったが、いずれも10%以下となり内部標準補正が有効であることが示された。
	アマニタトキシン類の4成分（-アマニチン、-アマニチン、-アマニチンおよびファロイジン）は、ESIのポジティブモード（ESI(+)）でも分析が可能であった。しかし、ネガティブモード（ESI(−)）に比べて測定感度が低く、特に-アマニチン、-アマニチン、-アマニチンの場合は検量線や定量値のバラツキが大きくなる傾向が見られたため、ESI(−)での分析条件を採用した。
	CPACの真度は内部標準補正の有無に関わらず69%で、70%を下回る低値となったが、指標成分としてニセクロハツを同定する目的としては十分であると考えられた。しかし、シイタケのブランク試料のクロマトグラムにおいて、CPACの保持時間付近に定量および確認の両トランジション（244 > 85および244 > 185）で夾雑ピークが確認され、選択性に問題があると考えられた。定量トランジションのクロマトグラムではブランク試料のピーク面積が1g/gの添加試料に対して3.1%と小さかったものの、夾雑ピークは...
	CPACの真度は内部標準補正の有無に関わらず69%で、70%を下回る低値となったが、指標成分としてニセクロハツを同定する目的としては十分であると考えられた。しかし、シイタケのブランク試料のクロマトグラムにおいて、CPACの保持時間付近に定量および確認の両トランジション（244 > 85および244 > 185）で夾雑ピークが確認され、選択性に問題があると考えられた。定量トランジションのクロマトグラムではブランク試料のピーク面積が1g/gの添加試料に対して3.1%と小さかったものの、夾雑ピークは...
	本法におけるマトリックス存在下での定量限界は、いずれの成分も0.5 g/g以下を担保していた。検量線の相関係数(R)は、CPACを除く8成分で、内部標準補正の有無に関わらず0.995以上となり良好な結果が得られた。
	本法は、食中毒の発生件数が多いキノコや死亡事例が多いキノコの食中毒の原因究明に有用な分析法であることが示唆されたことから、今後、試験室間妥当性評価を実施し、分析法の汎用性を検証する。
	C,D-3-2．高極性のキノコ毒の分析法の開発
	（分析条件2）
	キノコ毒には、ベニテングタケから単離されたムスカリンをはじめ、イボテングタケから単離されたイボテン酸やムシモールなど、低分子の高極性化合物が数多く存在する。前述のように、ムスカリンは日本の過去の食中毒発生件数が2番目に多いクサウラベニタケの毒成分の1つであるとともに、シロトマヤタケやオオキヌハダトマヤタケなどのアセタケ属のキノコをはじめとする広範囲のキノコに含まれる毒成分である。また、イボテン酸やムシモールは、過去の食中毒発生件数が多く報告されているテングタケをはじめとする一部のテングタケ属のキ...
	特に日本では、キノコによる食中毒事例における、これらの低分子の高極性毒成分の含有実態は十分に把握されておらず、リスク評価のためのデータが不足している。先の厚生労働科学研究（H30-食品-一般-008）においては、これらの高極性毒成分を親水性相互作用クロマトグラフィー（HILIC）/MS/MS により分析する方法を検討したが、夾雑成分の影響のため、正確な同定、定量は困難であった。また、本年度の予備的な検討において、分析に影響を与えていると考えられた夾雑成分の無機塩類を除去するため、グラファイトカーボ...
	今回検討に用いたAPDS法は、ほ乳類の血漿中に含まれる遊離アミノ酸のプレカラム誘導体化分析法として新保らが開発した方法である（Shimbo et al. (2009)）P2)P。APDS試薬は、分子内に活性カーバメートを有しており、アミノ酸をはじめ第1級アミンや第2級アミンなど、アミノ基の誘導体化を穏和な条件で迅速に進めることができる。また誘導体化物にイオン化効率の高いアミノピリジル基が含まれるため、質量分析計で高感度に検出できるという利点がある。APDS試薬は現在、市販の試薬として入手可能であ...
	以上のことから、キノコ中毒発生時に低分子の高極性毒成分を質量分析により迅速かつ正確に定量するための汎用性の高い分析法として、APDS法は有用性が高いと考え分析法の検討を行った。
	2.1 誘導体化反応
	誘導体化反応の操作は、富士フィルム和光純薬（株）が示すAPDS試薬（APDSTAG）の標準操作法に従った。
	APDS法で分子内のアミノ基が1つ誘導体化された場合、タンデム質量分析において誘導体化物のプロトン付加イオン（[APD-M+H]P+P）に相当するm/z Mm+121にプリカーサーイオンが検出され、ピリジルアミノカルボニル部位（[CR6RHR5RNR2RO]P+P）に由来するm/z 121のプロダクトイオンが特異的に生じる。分析対象化合物とした15成分のうち、誘導体化可能なアミノ基を有していると考えられたイボテン酸、ムシモール、アリルグリシン、プロパルギルグリシン、アガリチンの5成分は、誘導体化に...
	APDS法で分子内のアミノ基が1つ誘導体化された場合、タンデム質量分析において誘導体化物のプロトン付加イオン（[APD-M+H]P+P）に相当するm/z Mm+121にプリカーサーイオンが検出され、ピリジルアミノカルボニル部位（[CR6RHR5RNR2RO]P+P）に由来するm/z 121のプロダクトイオンが特異的に生じる。分析対象化合物とした15成分のうち、誘導体化可能なアミノ基を有していると考えられたイボテン酸、ムシモール、アリルグリシン、プロパルギルグリシン、アガリチンの5成分は、誘導体化に...
	誘導体化の操作は、比較的穏やかな条件で簡易、迅速に実施することが可能であったが、一般的に誘導体化の反応効率は試料マトリックスの影響を受けることが知られている。試料マトリックス存在下での誘導体化の反応時間や誘導体化試薬量の最適化は今後の検討課題である。
	APDS誘導体化物と低極性の毒成分を分析する場合は、C18カラムを用いてRPLCにより分析することが可能であったが、四級アミンを持つコリンやムスカリンは十分に保持されなかった。そこで、分析カラムとしてカチオンの保持に優れたPFPカラムを採用し、APDS誘導体化物に加え低極性の毒成分も同時に分析することとした。
	APDS誘導体化物と低極性の毒成分を分析する場合は、C18カラムを用いてRPLCにより分析することが可能であったが、四級アミンを持つコリンやムスカリンは十分に保持されなかった。そこで、分析カラムとしてカチオンの保持に優れたPFPカラムを採用し、APDS誘導体化物に加え低極性の毒成分も同時に分析することとした。
	-アマニチンはアマニチンの分子内のアスパラギンがアスパラギン酸となった構造を持ち、モノアイソトピック質量はアマニチンよりも0.984大きい。その結果、トリプル四重極における-アマニチンのSRM測定においては、アマニチンの第一同位体に由来するピークが出現し、両者をクロマトグラフィーにより分離しなければ、-アマニチンの正確な定量ができない。そこで、移動相のギ酸アンモニウムは5 mMのまま、ギ酸濃度を0、0.01、0.05、0.1%と変化させて、、アマニチンの分離度を確認したと...
	-アマニチンはアマニチンの分子内のアスパラギンがアスパラギン酸となった構造を持ち、モノアイソトピック質量はアマニチンよりも0.984大きい。その結果、トリプル四重極における-アマニチンのSRM測定においては、アマニチンの第一同位体に由来するピークが出現し、両者をクロマトグラフィーにより分離しなければ、-アマニチンの正確な定量ができない。そこで、移動相のギ酸アンモニウムは5 mMのまま、ギ酸濃度を0、0.01、0.05、0.1%と変化させて、、アマニチンの分離度を確認したと...
	また、APDS誘導体化した6成分のうち、プロパルギルグリシン、ムシモール、アリルグリシンの3成分は分子量の差がそれぞれ1ずつ異なっている。-アマニチンの定量にアマニチンの第一同位体が影響するのと同様に、プロパルギルグリシンの第一同位体がムシモールに、ムシモールの第一同位体やプロパルギルグリシンの第二同位体がアリルグリシンに影響して定性や定量を妨害することを避けるため、十分に分離することが必要となる。こうした分離の問題を克服するために種々の分析カラムを検討した結果、最も適していた分析カラムはP...
	以上最適化された分析条件により、分析対象化合物16成分を分析し、検量線を作成したところ、試験溶液1-50 ng/mLの範囲で相関係数（R）が0.998以上となり良好であった。
	繰り返し測定による保持時間の変動はなかった。また、定量限界はイボテン酸が2 ng/mL、イルジンSが3 ng/mL、ジロミトリンが5 ng/mLで、その他の成分が< 1 ng/mLとなった。前処理の希釈率にもよるものの、食中毒残品の分析に必要な定量限界であると考えられた。
	C,D-3-3．化学合成による標準品の確保
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	B．研究方法
	1．低極性のキノコ毒の分析法の開発
	（分析条件１）
	1.1 分析対象化合物
	分析対象化合物としたキノコ毒（または指標成分）9成分を表1および図1に示した。
	1.2 試料
	添加回収試験にシイタケ（生、市販品（菌床栽培品））を用いた。
	1.3 試薬・試液
	-アマニチン、-アマニチン、-アマニチン、ファロイジンの4成分の標準品は、市販品をメタノールに溶解し100 g/mLの標準溶液を調製した。イルジンSは林純薬工業（株）製の1000 g/mLメタノール溶液を用いた。カエンタケのサトラトキシン Hおよびサトラトキシン H 12’, 13’-ジアセテートはAgilent technologies社の滝埜博士から提供された100 g/mLのアセトニトリル溶液を用いた。カキシメジのウスタル酸は、日本大学の早川教授から提供された合成品（Hayaka...
	-アマニチン、-アマニチン、-アマニチン、ファロイジンの4成分の標準品は、市販品をメタノールに溶解し100 g/mLの標準溶液を調製した。イルジンSは林純薬工業（株）製の1000 g/mLメタノール溶液を用いた。カエンタケのサトラトキシン Hおよびサトラトキシン H 12’, 13’-ジアセテートはAgilent technologies社の滝埜博士から提供された100 g/mLのアセトニトリル溶液を用いた。カキシメジのウスタル酸は、日本大学の早川教授から提供された合成品（Hayaka...
	内部標準として、安定同位体標識化合物のイソバレリル-(R)-カルニチン-d9塩酸塩（Cambridge Isotope Laboratories社製）、バージニアマイシン B（Santa Cruz Biotechnology社製）、2, 2’-ビフェニルジカルボン酸（東京化成工業（株）製）、ジアセトキシスシルペノール（富士フィルム和光純薬（株）製）を用いた。ジアセトキシスシルペノールはアセトニトリルに、その他の化合物はメタノールに溶解して200 g/mLの標準原液を調製した。これら4種の内部標準...
	精製に用いたカートリッジは Agilent Technologies 社製の Captiva EMR-Lipid （3 mL、300 mg）を使用した。
	精製に用いたカートリッジは Agilent Technologies 社製の Captiva EMR-Lipid （3 mL、300 mg）を使用した。
	10%(w/v)トリクロロ酢酸（TCA）溶液はナカライテスク（株）製の特級試薬を用いて調製した。その他試験溶液の調製およびLC-MS/MS測定に用いた有機溶媒は、市販の残留農薬試験用またはLC-MS用を用いた。
	10%(w/v)トリクロロ酢酸（TCA）溶液はナカライテスク（株）製の特級試薬を用いて調製した。その他試験溶液の調製およびLC-MS/MS測定に用いた有機溶媒は、市販の残留農薬試験用またはLC-MS用を用いた。
	1.4 装置
	LC-MS/MS装置は以下の高速液体クロマトグラフ－トリプル四重極タンデム質量分析計を用いた。
	LC-MS/MS装置は以下の高速液体クロマトグラフ－トリプル四重極タンデム質量分析計を用いた。
	・ACQUITY UPLC System（Waters社製）−API4000（Sciex社製）
	1.5 LC-MS/MS測定条件
	分析対象化合物としたキノコ毒9成分および内部標準4成分のLC-MS/MS測定条件を表2-1、表2-2および図2に示した。分析カラムは、Waters社製のXBridge Shield RP18 (2.1 mmφ×150 mm, 3.5 m)を用い、0.05%ギ酸溶液とメタノールの2液グラジエントによるRPLCにより分析を行った。質量分析のイオン化は、エレクトロスプレーイオン化（ESI）法で行った。
	1.6 試験溶液の調製
	低極性のキノコ毒の試験溶液調製法をScheme 1に示した。
	1.6.1 抽出
	試料5.0 gを50 mLのポリプロピレン製遠心沈殿管に量り採り、10%TCA溶液10 mLおよびメタノール10 mLを加えて2分間ホモジナイズした後、常温、2,000×gで5分間遠心分離し、上清を採り、メタノールを加えて正確に50 mLとした。
	1.6.2 精製
	抽出液を2 mL採り、Captiva EMR-Lipidカートリッジに負荷し、常温、1,000×gで1分間遠心分離し、溶出液を捨てた。さらに抽出液1 mLを負荷し、同様に遠心分離して得られた溶出液を採り、4種内部標準混合溶液（50 ng/mL）を1 mL加えた後、60%メタノールにより5 mLに定容したものを試験溶液とした（0.02 g sample/mL）。バイアルは不活性処理済みガラス製バイアルを用いた。
	抽出液を2 mL採り、Captiva EMR-Lipidカートリッジに負荷し、常温、1,000×gで1分間遠心分離し、溶出液を捨てた。さらに抽出液1 mLを負荷し、同様に遠心分離して得られた溶出液を採り、4種内部標準混合溶液（50 ng/mL）を1 mL加えた後、60%メタノールにより5 mLに定容したものを試験溶液とした（0.02 g sample/mL）。バイアルは不活性処理済みガラス製バイアルを用いた。
	1.7 定量
	4種内部標準混合溶液が10 ng/mLとなるように加え、0.4%TCA含有60%メタノール溶液により、5－200 ng/mLの標準溶液を調製した。それぞれ5 LをLC-MS/MSに注入して絶対検量線法または内部標準法により定量値を求めて比較した。内部標準の割り当ては表2-1に従った。
	4種内部標準混合溶液が10 ng/mLとなるように加え、0.4%TCA含有60%メタノール溶液により、5－200 ng/mLの標準溶液を調製した。それぞれ5 LをLC-MS/MSに注入して絶対検量線法または内部標準法により定量値を求めて比較した。内部標準の割り当ては表2-1に従った。
	1.8 添加回収試験
	粉砕均質化したシイタケ5 gにキノコ毒9成分を以下の濃度になるように添加、混和して30分間静置した後、3または5回併行の添加回収試験を行い、真度と併行精度を求めた。
	・イルジンS、-アマニチン、-アマニチン、-アマニチン：2 g/g
	・ファロイジン、サトラトキシンH、サトラトキシンH 12’, 13’-ジアセテート：1 g/g
	・ウスタル酸：0.5 g/g
	2．高極性のキノコ毒の分析法の開発
	（分析条件2）
	2.1 分析対象化合物
	分析対象化合物としたキノコ毒15成分を表3および図3に示した。高極性の毒成分であるコリン、ムスカリン、イボテン酸、ムシモール、アリルグリシン、プロパルギルグリシン、アガリチン、ジロミトリンの8成分に加え、分析条件1の対象成分の9成分のうち、市販の標準品が入手できなかったサトラトキシン H 12’, 13’-ジアセテートおよびウスタル酸の2成分を除く7成分を加えた。
	2.2 試薬・試液
	ニセクロハツの指標成分であるCPAC以外は市販品を用いた。高極性の8成分はメタノール・水（1:1）混液に溶解し100、500、または1000 g/mLの標準原液を調製した。低極性の7成分の標準溶液は1.3 試薬・試液に示すとおり調製した。
	ニセクロハツの指標成分であるCPAC以外は市販品を用いた。高極性の8成分はメタノール・水（1:1）混液に溶解し100、500、または1000 g/mLの標準原液を調製した。低極性の7成分の標準溶液は1.3 試薬・試液に示すとおり調製した。
	また、内部標準として、安定同位体標識化合物のアラニン-d4（Sigma-Aldrich社製）を用いた。メタノール・水（1:1）に溶解し500 g/mLの標準溶液を調製した。
	誘導体化には、富士フィルム和光純薬（株）製のAPDS試薬（APDSTAG）およびホウ酸緩衝液（APDSTAG Wako Borate Buffer）を用いた。APDS試薬100 mgをLC-MS用アセトニトリル5 mLに溶解して20 mg/mLの溶液を調製し、4℃で保存して用いた。
	その他試験溶液の調製およびLC-MS/MS測定に用いた有機溶媒は、市販の残留農薬試験用またLC-MS用を用いた。
	その他試験溶液の調製およびLC-MS/MS測定に用いた有機溶媒は、市販の残留農薬試験用またLC-MS用を用いた。
	2.3 装置
	LC-MS/MS装置は以下の高速液体クロマトグラフ－トリプル四重極タンデム質量分析計を用いた。
	LC-MS/MS装置は以下の高速液体クロマトグラフ－トリプル四重極タンデム質量分析計を用いた。
	・ExionLC AD（Sciex社製）−Triple Quad 5500+・QTRAP Ready（Sciex社製）
	・ExionLC AD（Sciex社製）−Triple Quad 5500+・QTRAP Ready（Sciex社製）
	誘導体化反応に用いたヒートブロックは、Themo Fisher Scientific社製のReacti-Thermを用いた。
	2.4 LC-MS/MS測定条件
	キノコ毒15成分および内部標準1成分のLC-MS/MS測定条件を表4および図4に示した。分析カラムは、Phenomenex社製のLuna PFP(2) (2 mmφ×150 mm, 3 m)を用い、0.01%ギ酸含有5 mMギ酸アンモニウム溶液とメタノールの2液グラジエントによるRPLCにより分析を行った。質量分析のイオン化は、ESI法で行い、予想される溶出時間帯のみを測定するScheduled MRMを用いた。
	2.5誘導体化反応
	誘導体化の反応操作および反応式をScheme 2に示した。
	分析対象とした16成分（内部標準のアラニン-d4を含む）のうち、アミノ酸類（イボテン酸、アリルグリシン、プロパルギルグリシン、アガリチンおよびアラニン-d4）とアミン類（ムシモール）の6成分は、分子内のアミノ基をAPDS法により誘導体化した上で分析した。アミノ基を有しない他の10成分と合わせ、16成分の混合標準液を80％メタノール溶液により調製し、1.5ｍLの不活性処理済みガラス製バイアル中に100 L分取した。これにホウ酸緩衝液300 LおよびAPDS溶液100 Lを加えて、スクリューキャ...
	2.6 SRM条件の最適化
	APDS誘導体化物（APD-M）のSRM条件の最適化は、2.5誘導体化反応により、各成分の10 g/mLの標準溶液を誘導体化して得られた試験溶液（1 g/mL）をメタノールで100倍希釈した後、シリンジポンプによるインフュージョンにより質量分析計に導入して行った。誘導体化物のプロトン付加分子（[APD-M+H]P+P）に相当するプリカーサーイオンが、m/z Mm+121（Mm: 分析対象化合物のモノアイソトピック質量）として検出されたことを確認後、定量用としてMm+121 > 121、確認用と...
	APDS誘導体化物（APD-M）のSRM条件の最適化は、2.5誘導体化反応により、各成分の10 g/mLの標準溶液を誘導体化して得られた試験溶液（1 g/mL）をメタノールで100倍希釈した後、シリンジポンプによるインフュージョンにより質量分析計に導入して行った。誘導体化物のプロトン付加分子（[APD-M+H]P+P）に相当するプリカーサーイオンが、m/z Mm+121（Mm: 分析対象化合物のモノアイソトピック質量）として検出されたことを確認後、定量用としてMm+121 > 121、確認用と...
	イボテン酸とアガリチンのMm+121 > 121と Mm +121 > Mm+1のトランジションはインフュージョンにより最適化できなかったため、PFPカラムを用いて得られたクロマトグラムにより最適化を実施した。分離カラムはMerck社製のコアシェル型PFPカラム、Supelco Ascentis Express F5（2.1 mmφ×150 mm, 3 m）を用いた。1 g/mLの標準溶液を誘導体化した試験溶液（100 ng/mL）をPFPカラムにより分離し、Declustering pote...
	イボテン酸とアガリチンのMm+121 > 121と Mm +121 > Mm+1のトランジションはインフュージョンにより最適化できなかったため、PFPカラムを用いて得られたクロマトグラムにより最適化を実施した。分離カラムはMerck社製のコアシェル型PFPカラム、Supelco Ascentis Express F5（2.1 mmφ×150 mm, 3 m）を用いた。1 g/mLの標準溶液を誘導体化した試験溶液（100 ng/mL）をPFPカラムにより分離し、Declustering pote...
	その他のSRMトランジションについてはPFPカラムで分離したピークについて、プロダクトイオンスペクトルから候補を探索し、CEを20-110 Vまで10 Vずつ変え、プロダクトイオンの強度が最大となるCEを設定した。
	各誘導体化物について、定量用で1つ、確認用で3つの合計4つのトランジションを設定した。なお、インフュージョンにより最適化できなかったトランジションのCollision exit potential（CXP）は一律10 Vに設定した。
	誘導体化しない10成分のSRM条件の最適化は、標準原液をメタノールまたはメタノール・水（1:1）混液で適宜希釈したものをインフュージョンにより質量分析計に導入し、定量用と確認用の2つのトランジションを設定した。
	2.7 機器分析の検出限界および定量限界の推定
	2.7 機器分析の検出限界および定量限界の推定
	16成分の混合標準液を、80％メタノール溶液で希釈して1、2.5、5、10，25、50、100、250 ng/mLの8濃度の標準溶液を調製し、Scheme 2により誘導体化して得られた試験溶液を表4および図4の条件で分析した（誘導体化後の試験溶液の濃度は0.1、0.25、0.5、1、2.5、5、10、25 ng/mL）。各濃度に対するクロマトグラムのピーク面積をプロットし、最小二乗法による直線回帰して得られた検量線の傾き（a）を求めた。さらに、各濃度のクロマトグラムから、検出限界に近い濃度の試験...
	3．CPACの化学合成
	松浦らの報告（Matsuura et al. (2016)）に基づき、シクロプロピル酢酸とL-カルニチン（いずれも東京化成工業（株）製）から脱水縮合反応により合成した（Scheme 3）。これを分取HPLCにより精製した後、重水中、22℃でP1PH-NMRスペクトルを測定した。装置は日本電子（株）製のJEOL ECA-500を用いた。
	1．低極性のキノコ毒の分析法の開発
	（分析条件１）
	日本において過去の食中毒発生件数が最も多いキノコはツキヨタケで、次いでクサウラベニタケ、カキシメジとなっており、現在もこの3種のキノコの誤食による食中毒が毎年数多く発生している。また、過去の食中毒の死亡事例は、ドクツルタケが最も多く、次いでシロタマゴテングタケ、ニセクロハツ、カエンタケとなっている（登田ら．(2012)）。図1に分析対象化合物として示した9成分は、これらの有毒キノコのうちクサウラベニタケ以外のものに対応しており、致死的な食中毒事例をはじめ、多くの事例に対応することが可能であると考...
	分析対象化合物とした9成分は、誘導体化やイオンペア試薬を用いることなく、RPLCで分析することが可能であった。分析条件については、先の厚生労働科学研究（H30-食品-一般-008）において最適化しており、今回、有毒植物の多成分分析に用いた前処理法を応用して添加回収試験を実施した。
	1.1添加回収試験の結果
	シイタケを用いて0.5-2 g/gの濃度で添加回収試験を実施した結果を図5に示した。内部標準補正を行わない場合、CPACを除く8成分で真度は81-87%、併行精度は　1.7-10.1RSD%となった。内部標準補正を行った場合、真度は8成分いずれも向上し、85-98%となった。併行精度は3.1-9.0RSD%となり、成分によっては定量値のバラツキが大きくなったが、いずれも10%以下となり内部標準補正が有効であることが示された。
	表2-1には記載しなかったが、アマニタトキシン類の4成分（-アマニチン、-アマニチン、-アマニチンおよびファロイジン）は、ESIのポジティブモード（ESI(+)）でも分析が可能であった。しかし、ネガティブモード（ESI(−)）に比べて測定感度が低く、特に-アマニチン、-アマニチン、-アマニチンの場合は検量線や定量値のバラツキが大きくなる傾向が見られたため、ESI(−)での分析条件を採用した。
	CPACの真度は内部標準補正の有無に関わらず69%で、70%を下回る低値となったが、指標成分としてニセクロハツを同定する目的としては十分であると考えられた。しかし、シイタケのブランク試料のクロマトグラムにおいて、CPACの保持時間付近に定量および確認の両トランジション（244 > 85および244 > 185）で夾雑ピークが確認され、選択性に問題があると考えられた。定量トランジションのクロマトグラムではブランク試料のピーク面積が1g/gの添加試料に対して3.1%と小さかったものの、夾雑ピークは...
	CPACの真度は内部標準補正の有無に関わらず69%で、70%を下回る低値となったが、指標成分としてニセクロハツを同定する目的としては十分であると考えられた。しかし、シイタケのブランク試料のクロマトグラムにおいて、CPACの保持時間付近に定量および確認の両トランジション（244 > 85および244 > 185）で夾雑ピークが確認され、選択性に問題があると考えられた。定量トランジションのクロマトグラムではブランク試料のピーク面積が1g/gの添加試料に対して3.1%と小さかったものの、夾雑ピークは...
	本法におけるマトリックス存在下での定量限界は、いずれの成分も0.5 g/g以下を担保していた。検量線の相関係数(R)は、CPACを除く8成分で、内部標準補正の有無に関わらず0.995以上となり良好な結果が得られた。
	本法は、食中毒の発生件数が多いキノコや死亡事例が多いキノコの食中毒の原因究明に有用な分析法であることが示唆されたことから、今後、試験室間妥当性評価を実施し、分析法の汎用性を検証する。
	2．高極性のキノコ毒の分析法の開発
	（分析条件2）
	キノコ毒には、ベニテングタケから単離されたムスカリンをはじめ、イボテングタケから単離されたイボテン酸やムシモールなど、低分子の高極性化合物が数多く存在する。前述のように、ムスカリンは日本の過去の食中毒発生件数が2番目に多いクサウラベニタケの毒成分の1つであるとともに、シロトマヤタケやオオキヌハダトマヤタケなどのアセタケ属のキノコをはじめとする広範囲のキノコに含まれる毒成分である。また、イボテン酸やムシモールは、過去の食中毒発生件数が多く報告されているテングタケをはじめとする一部のテングタケ属のキ...
	特に日本では、キノコによる食中毒事例における、これらの低分子の高極性毒成分の含有実態は十分に把握されておらず、リスク評価のためのデータが不足している。先の厚生労働科学研究（H30-食品-一般-008）においては、これらの高極性毒成分を親水性相互作用クロマトグラフィー（HILIC）/MS/MS により分析する方法を検討したが、夾雑成分の影響のため、正確な同定、定量は困難であった。また、本年度の予備的な検討において、分析に影響を与えていると考えられた夾雑成分の無機塩類を除去するため、グラファイトカーボ...
	今回検討に用いたAPDS法は、ほ乳類の血漿中に含まれる遊離アミノ酸のプレカラム誘導体化分析法として新保らが開発した方法である（Shimbo et al. (2009)）。APDS試薬は、分子内に活性カーバメートを有しており、アミノ酸をはじめ第1級アミンや第2級アミンなど、アミノ基の誘導体化を穏和な条件で迅速に進めることができる。また誘導体化物にイオン化効率の高いアミノピリジル基が含まれるため、質量分析計で高感度に検出できるという利点がある。APDS試薬は現在、市販の試薬として入手可能であり、ヒト...
	以上のことから、キノコ中毒発生時に低分子の高極性毒成分を質量分析により迅速かつ正確に定量するための汎用性の高い分析法として、APDS法は有用性が高いと考え分析法の検討を行った。
	2.1 誘導体化反応
	誘導体化反応の操作は、富士フィルム和光純薬（株）が示すAPDS試薬（APDSTAG）の標準操作法に従った（Scheme 2）。
	APDS法で分子内のアミノ基が1つ誘導体化された場合、タンデム質量分析において誘導体化物のプロトン付加イオン（[APD-M+H]P+P）に相当するm/z Mm+121にプリカーサーイオンが検出され、ピリジルアミノカルボニル部位（[CR6RHR5RNR2RO]P+P）に由来するm/z 121のプロダクトイオンが特異的に生じる。分析対象化合物とした15成分のうち、誘導体化可能なアミノ基を有していると考えられたイボテン酸、ムシモール、アリルグリシン、プロパルギルグリシン、アガリチンの5成分は、Schem...
	APDS法で分子内のアミノ基が1つ誘導体化された場合、タンデム質量分析において誘導体化物のプロトン付加イオン（[APD-M+H]P+P）に相当するm/z Mm+121にプリカーサーイオンが検出され、ピリジルアミノカルボニル部位（[CR6RHR5RNR2RO]P+P）に由来するm/z 121のプロダクトイオンが特異的に生じる。分析対象化合物とした15成分のうち、誘導体化可能なアミノ基を有していると考えられたイボテン酸、ムシモール、アリルグリシン、プロパルギルグリシン、アガリチンの5成分は、Schem...
	誘導体化の操作は、比較的穏やかな条件で簡易、迅速に実施することが可能であったが、一般的に誘導体化の反応効率は試料マトリックスの影響を受けることが知られている。試料マトリックス存在下での誘導体化の反応時間や誘導体化試薬量の最適化は今後の検討課題である。
	APDS誘導体化物と表1に示した低極性の毒成分を分析する場合は、図2の条件によりC18カラムを用いてRPLCにより分析することが可能であったが、四級アミンを持つコリンやムスカリンは十分に保持されなかった。そこで、分析カラムとしてカチオンの保持に優れたPFPカラムを採用し、APDS誘導体化物に加え低極性の毒成分も同時に分析することとした。
	APDS誘導体化物と表1に示した低極性の毒成分を分析する場合は、図2の条件によりC18カラムを用いてRPLCにより分析することが可能であったが、四級アミンを持つコリンやムスカリンは十分に保持されなかった。そこで、分析カラムとしてカチオンの保持に優れたPFPカラムを採用し、APDS誘導体化物に加え低極性の毒成分も同時に分析することとした。
	-アマニチンはアマニチンの分子内のアスパラギンがアスパラギン酸となった構造を持ち、モノアイソトピック質量はアマニチンよりも0.984大きい（表4）。その結果、トリプル四重極における-アマニチンのSRM測定においては、アマニチンの第一同位体に由来するピークが出現し、両者をクロマトグラフィーにより分離しなければ、-アマニチンの正確な定量ができない。そこで、移動相のギ酸アンモニウムは5 mMのまま、ギ酸濃度を0、0.01、0.05、0.1%と変化させて、、アマニチンの分離度を確...
	-アマニチンはアマニチンの分子内のアスパラギンがアスパラギン酸となった構造を持ち、モノアイソトピック質量はアマニチンよりも0.984大きい（表4）。その結果、トリプル四重極における-アマニチンのSRM測定においては、アマニチンの第一同位体に由来するピークが出現し、両者をクロマトグラフィーにより分離しなければ、-アマニチンの正確な定量ができない。そこで、移動相のギ酸アンモニウムは5 mMのまま、ギ酸濃度を0、0.01、0.05、0.1%と変化させて、、アマニチンの分離度を確...
	また、APDS誘導体化した6成分のうち、プロパルギルグリシン、ムシモール、アリルグリシンの3成分は分子量の差がそれぞれ1ずつ異なっている（表4）。-アマニチンの定量にアマニチンの第一同位体が影響するのと同様に、プロパルギルグリシンの第一同位体がムシモールに、ムシモールの第一同位体やプロパルギルグリシンの第二同位体がアリルグリシンに影響して定性や定量を妨害することを避けるため、十分に分離することが必要となる。こうした分離の問題を克服するために種々の分析カラムを検討した結果、最も適していた分析カ...
	以上最適化された分析条件により、分析対象化合物16成分をScheme 2によって処理した後、検量線を作成したところ、試験溶液1-50 ng/mLの範囲で相関係数（R）が0.998以上となり良好であった。
	繰り返し測定による保持時間の変動はなかった。また、定量限界はイボテン酸が2 ng/mL、イルジンSが3 ng/mL、ジロミトリンが5 ng/mLで、その他の成分が< 1 ng/mLとなった。前処理の希釈率にもよるものの、食中毒残品の分析に必要な定量限界であると考えられた。
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	左：内部標準補正あり、右：内部標準補正なし、n=5（サトラトキシンH、サトラトキシンH 12’, 13’-ジアセテート及びウスタル酸はn=3）
	添加濃度：2 g/g（イルジンS、-アマニチン、-アマニチン、-アマニチン）、1 g/g（ファロイジン、サトラトキシンH、サトラトキシンH 12’, 13’-ジアセテート）、0.5 g/g（ウスタル酸）
	添加濃度：2 g/g（イルジンS、-アマニチン、-アマニチン、-アマニチン）、1 g/g（ファロイジン、サトラトキシンH、サトラトキシンH 12’, 13’-ジアセテート）、0.5 g/g（ウスタル酸）
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	B．研究方法
	1. キノコを原因とする食中毒
	厚生労働省監修（平成10年以前は厚生省監修）の「全国食中毒事件録（平成3～令和2年版）」及び厚生労働省ホームページの食中毒統計資料（最終確認：令和3年9月）にて公表された食中毒事件のうち、植物性自然毒（キノコ）を原因とする事件を抽出して本研究の調査対象とした。また、下記を補足資料として参考にした。
	食中毒の傾向解析にあたり、発生地域については厚生労働省へ食中毒事件の報告を行った自治体が属する都道府県とした。
	 食品衛生学雑誌（平成3年33巻～令和2年62巻）に掲載された「食中毒等事件例」
	 全国地方衛生研究所等の年報
	 全国地方自治体の報道発表資料
	2. 自然毒のリスクプロファイル
	1. キノコを原因とする食中毒
	1-1. 経年変化
	平成3年から令和2年（30年間）に全国自治体から厚生労働省へ報告された植物性自然毒のキノコを原因とする食中毒事件は、合計で発生件数が1,385件、患者数が4,654名（うち死者数28名）であった。その発生件数と患者数の経年変化を図1に示した。毎年10件以上の食中毒事件が報告されており、近年はやや減少傾向である。30年間の発生件数と患者数の平均値は46件、155名、中央値は41件、136名であった。ただし、最も発生件数が多かった平成10年は103件、431名、最も少なかった平成29年は16件、4...
	平成3年から令和2年（30年間）に全国自治体から厚生労働省へ報告された植物性自然毒のキノコを原因とする食中毒事件は、合計で発生件数が1,385件、患者数が4,654名（うち死者数28名）であった。その発生件数と患者数の経年変化を図1に示した。毎年10件以上の食中毒事件が報告されており、近年はやや減少傾向である。30年間の発生件数と患者数の平均値は46件、155名、中央値は41件、136名であった。ただし、最も発生件数が多かった平成10年は103件、431名、最も少なかった平成29年は16件、4...
	1-2. 地域及び原因施設
	都道府県別の発生件数の違いを図2に示した。ここでは食中毒を厚生労働省へ報告した自治体を対象にし、さらに市町村については都道府県に変更してカウントした。その結果、全ての都道府県で最低1件はキノコによる食中毒が報告されており、最多が新潟県の169件、次いで山形県133件、福島県108件、北海道93件、長野県91件であった。
	都道府県別の発生件数の違いを図2に示した。ここでは食中毒を厚生労働省へ報告した自治体を対象にし、さらに市町村については都道府県に変更してカウントした。その結果、全ての都道府県で最低1件はキノコによる食中毒が報告されており、最多が新潟県の169件、次いで山形県133件、福島県108件、北海道93件、長野県91件であった。
	これら上位の道県のうち、福島県における発生件数の経年変化を図3に示した。福島県ではキノコによる食中毒が平成14年から毎年ほぼ5件以上報告され、平成22年には20件と他年に比べて異常に多発していた。しかし、平成23年には0件と顕著に減少し、その後も発生件数は少数で推移している。我が国では平成23年（2011年）に東日本大震災による福島第一原子力発電所事故が発生し、一部の地域では放射性物質への暴露を懸念して野生キノコの採取についても注意が呼びかけられていたことから、福島県におけるこの傾向には事故の発生...
	1-3. 原因キノコ
	1-4. 誤認したキノコ
	有毒なキノコによる食中毒は、見た目がよく似た食用キノコとの誤認が主な発生要因である。そのため、30年間に報告された食中毒事件で原因とされた有毒なキノコと、患者らが採取しようとしていた（誤認した）キノコを表4にまとめた。
	表4に示した患者らが採取しようとしていたキノコには、以前（2010年頃）の図鑑では食用にできる、あるいは生で食べれば毒とされていたが、キノコ研究の進展とともに有毒な成分の含有が確認されるなど、現在では食用にすべきでないと言われているキノコが含まれてた。中でもクロハツについては、毒性が高く死亡者も出ているニセクロハツと酷似していること、外国では有毒キノコとして扱われていることも、食べてはいけない理由として挙げられているP4）P。そのため、慣れていない人がキノコ狩りに図鑑を持参する際は、なるべく新版...
	4） 今関六也、大谷吉雄、本郷次雄 編集、山渓カラー名鑑 日本のキノコ（2019年5月1日初版第4刷発行）、（株）山と渓谷社
	1-5. 発生時期
	平成3年から令和2年までのキノコによる食中毒の発生時期（月）の傾向を図6に示した。その年の気候にもよるが、30年間の全体的な傾向としては、9月の中旬から増加し始め、10月にピークを迎え、11月中旬頃に向けて減少していた。しかし、キノコは種類ごとに適当な生育時期があり、その時期に応じて食中毒の発生状況や注意すべきキノコも異なるものと考えられる。そのため、発生件数が多かった上位5種のキノコについて個々の食中毒発生時期の傾向を図7にまとめた。ただし、発生件数の少ない6-8月と12月は月単位、多い9-1...
	▸ ツキヨタケ：7月頃から食中毒の発生が報告され始め、9月後半から10月後半に向けて増加するが、11月には激減していた。図7には示していないが、4月にも1件報告されていた。
	▸ クサウラベニタケ：7月、8月にも1件ずつ報告はあったが、複数報告されるのは9月前半からで、10月前半にピークを迎えて、11月に入るとほぼ報告されなくなっていた。図7には示していないが、2月にも1件報告されていた。
	▸ クサウラベニタケ：7月、8月にも1件ずつ報告はあったが、複数報告されるのは9月前半からで、10月前半にピークを迎えて、11月に入るとほぼ報告されなくなっていた。図7には示していないが、2月にも1件報告されていた。
	▸ カキシメジ：食中毒が報告される時期の傾向はツキヨタケによく似ており、9月後半から10月後半に向けて増加し、約7割（66/88件）が10月に発生していた。
	▸ テングタケ：夏から秋にかけて生えるキノコのため、食中毒の発生時期も上記のキノコよりも比較的早い。6月から報告され始め、8月頃から増加し、9月後半から10月前半にピークとなり、その後減少していた。ただし、発生件数の多い北海道の事例みでは、8月下旬から10月上旬の間に発生していた。
	▸ ドクササコ：上位5種のキノコの中では比較的遅い時期に食中毒の発生が報告されており、特に10月後半に多発していた（36/57件）。
	（2） 自然毒のリスクプロファイル
	厚生労働省HPに掲載されている自然毒のリスクプロファイルについて、現行版の問題点を洗い出したところ、新規の知見が含まれていない、様式や記載項目が統一されていない、写真が未掲載のものがあるといったことなどが見直すべき点として挙げられた。それをもとに、厚生労働省担当部署と協議の上、更新版の方針を決定した。現在、更新作業が途中のため、報告は次年度以降に行うことにする。
	D．結論
	E．研究発表
	1） 登田美桜：植物性自然毒に関する最近の話題、令和3年度地方衛生研究所全国協議会近畿支部自然毒部会、Web開催、2021年11月
	2） 登田美桜：植物性自然毒（毒キノコ、有毒植物）による食中毒について、第35回日本中毒学会東日本地方会教育講演、Web開催、2022年1月
	F．知的財産権の出願・登録状況
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