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研究要旨：2021 年度は、宮城県気仙沼市および北海道稚内市において現地調査を行い、そ

れぞれ 9種 1834個体および 1種 1179個体を調査した結果、雑種混獲率はそれぞれ 13.348%
および 0.085%であった。また両市共に、雑種は漁獲後、純粋なフグと区別されずに水産加

工会社等に購入された後、各加工会社等においてフグ処理者の監督の下で排除されていた。

なお、DNA による雑種判別の結果、ゴマフグ×ショウサイフグ、ショウサイフグ×コモンフ

グ、およびトラフグ×マフグの 3 つの組み合わせの雑種が判別された。東京都内に流通する

フグの調査において、東京都中央卸売市場内に搬入され、外観から雑種フグが疑われたため、

卸売流通から除外されたフグ生体計 21検体を収集・確保し、これらの画像並びに漁獲地域

等の情報を収集・整理した。魚種鑑別結果との照合から 21 検体中 15 検体が雑種と判定さ

れ、その内訳はトラフグとマフグの雑種が 9検体、ゴマフグとショウサイフグの雑種が 6検

体であった。宮城県気仙沼沖で採取されたフグおよび雑種フグの各組織を用いて、テトロド

トキシン（TTX）の添加回収試験を実施した。谷口らの方法（2021）を参考に、組織重量の

4 倍量の抽出溶媒を添加し、ホモジナイズ、加熱処理を経て、遠心分離によって得た上清を

適宜希釈し、親水性相互作用カラムを用いた液体クロマトグラフィー-タンデム質量分析法

（HILIC-MS/MS）で分析し、回収率を算出した。雑種フグ（ゴマフグ×ショウサイフグ）

の各組織（皮と筋肉、精巣、卵巣、肝臓）を対象とした。その結果、皮と筋肉、精巣、肝臓

については、概ね真度 70－120%の範囲内に収まった。一方、卵巣については約 180%と大

幅に超えた。そこで、食品衛生検査指針に記載されているフグ毒（参考法）である、2 回抽

出法を試したところ、適切な真度に収まったことから、卵巣のみ 2 回抽出法を適用するこ

ととした。同様の結果がゴマフグでも得られた。

国際的に妥当性が評価された、HILIC-MS/MS を用いて、産業上重要な水産物であるホタ

テガイを分析し、マウスを用いた動物試験法（MBA）との相関性（88 検体）を調べた。そ

の結果、MBA の結果に対し、HILIC-MS/MS 法の結果は半分程度（近似曲線の傾き：0.42）
の毒力を示した。その傾向は高毒力の試料ほど顕著であった。決定係数は 0.72 と正の相関

を示した。こうした毒力の乖離要因として、二枚貝代謝物 M-toxins の影響（毒性は未解明）

が考えられた。分析に必要な標準品について検討した結果、現在市販されている 16 成分の

うち、dcNEO、C3/C4 を除いた 13 成分は必ず必要であることが判明した。また、化学兵器

であるサキシトキシン（STX）を分析する際に標準品が必要かどうか検証するため、その組

成比、毒力比を調べた。毒組成では 4.0-47.4 % の範囲で、毒力比では 6.0-58.5 % を占めて

おり、STX 標準品を用いて正確に定量する必要性があることが明かになった。最後に、ホ
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タテガイ中腸腺からテトロドトキシン（TTX）を検出したが、その毒力は最大でも可食部で

0.005 MU/g と非常に低いものであった。既報ではホタテガイのほかにアカザラガイが著量

の TTX（～4.0 MU/g）を持つことが報告されており、さらなる調査が必要である。

有毒植物や有毒キノコに含まれる植物性自然毒による食中毒が発生した祭に、地方衛生

研究所（地研）は保健所と協力して原因究明にあたる。地研にとって有用な分析法の開発

は、中毒原因の迅速な特定と正確なリスク評価を可能とし、新たな食中毒対策につながる

ことが期待される。有毒植物に含まれる毒成分については、令和 2 年度までに国内の食中

毒事例全般に対応することが可能な多成分分析法を構築した。一方、有毒キノコに含まれ

る毒成分の有用な分析法は未だ確立されていない。そこで、本研究では、主に国内での食

中毒発生件数が多いキノコや死亡事例が多いキノコを対象として、含有毒成分を化学的性

質により 2 系統に分類し、液体クロマトグラフィータンデム質量分析（LC-MS/MS）によ

る分析法を確立することを目的に次の 2 つの検討を行った。低極性のキノコ毒の分析法の

開発（分析法 1）では、国内で食中毒発生件数が多いツキヨタケや死亡事例が多いドクツ

ルタケなどの有毒キノコに含まれる低極性のキノコ毒 9 成分を対象とする分析法を開発し

た。しいたけを用いた添加回収試験を実施したところ、8 成分の真度が 85-98%と良好な結

果が得られたことから、本法は有毒キノコによる食中毒の原因究明に有用な分析法である

と考えられた。高極性のキノコ毒の分析法の開発（分析法 2）では、国内で食中毒発生件

数が多いテングタケにはイボテン酸などのアミノ酸やムシモールなどのアミン類が含ま

れる。こうした高極性のキノコ毒を対象として、プレカラム誘導体化 LC-MS/MS による

新たな分析法を検討した。アミノ酸分析試薬である 3-アミノピリジル-N-ヒドロキシスク

シンイミジルカルバメート（APDS）をプレカラム誘導体化試薬として用いたところ対象

成分は迅速に誘導体化され、逆相クロマトグラフィーで保持可能な誘導体化物として高感

度に分析することが可能であった。

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

本研究では、フグ毒をはじめとした動物

性自然毒やきのこを含む有毒植物など植物

性自然毒に係る知見を収集・整理し、関係事

業者に効果的な対策を提供するとともに、

消費者に対して正確な情報提供を行うこと

を目的とする。

動物性自然毒においては、天然フグの主

要な水揚げ地において、漁獲および流通状

況の調査を行う。雑種フグの出現状況につ

いては、提案者の先行研究により、山口県や

島根県の海域に出現したフグについて、分

子マーカーを用いて種・雑種の割合を明ら

かにするとともに、雑種フグに含有される

テトロドトキシン（TTX）を部位別に HPLC
法により調べた例が報告されている １）。本

研究では、調査対象海域を広げ、主要な水揚

げ地を調査対象として、先の研究で開発し

た分子マーカーを用いて種・雑種の割合を

明らかにする。また、雑種フグの部位別毒性

については、LC-MS/MS 法を用いることに

より、TTX に加えて主要な類縁体について

も把握することにより、正確な毒性評価を

行う。麻痺性貝毒については、国際的に妥当

性が評価されている LC-MS/MS 法 ２）を国

内で効果的に利用するために、主要生産海

域のホタテガイなどの主要二枚貝種の毒組

成をこの LC-MS/MS 法により明らかにし、

現在の貝毒検査の公定法であるマウス毒性

試験との相関について検証するとともに、

国内麻痺性貝毒検査において、検査対象と

すべき麻痺性貝毒群を絞り込む。

植物性自然毒については、中毒発生時に

保健所と協力して原因究明にあたる地方衛

生研究所（地研）にとって有用な分析法を開

発する。先の厚生労働科学研究（H30-食品

-一般-008）において高等植物及びキノコの

毒成分を対象とした分析法を検討し、高等

植物については国内の中毒事例全般に対応

することが可能な、迅速かつ簡易な一斉分

析法を構築した。一方、キノコの毒成分の有

用な分析法は未だに確立されていないため、

国内での中毒事例が多いキノコ、致死性の

高いキノコの毒成分の分析法を優先的に確

立する。

自然毒による食中毒の予防策を効果的か

つ効率的に講じるために、本研究では、主に

植物性自然毒（キノコ・高等植物）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。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」について、全般

的な更新を行う。更に、消費者に向けた自然

毒に関する情報提供の方法について検討し、

効果的だと期待される方法を提案する。

文献

1) Fisheries Science (2019) 85:237–245,
https://doi.org/10.1007/s12562-018-1265-
7 

2) J. Chromatogr. A (2015) 1387:1-12,
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2015.01.
086 

B. 研究方法

B-1. 雑種フグの発生状況及びフグの流通

状況の把握 
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1.1 主要な水揚げ地における調査 

調査地において水揚げされた選別前の

天然フグについて外部形態に基づき種・雑

種鑑別を行い、種組成および雑種と思われ

る種類不明フグの個体数を数える。種類不

明フグの一部については、生鮮状態で毒性

試験用に皮、筋肉、肝臓、および生殖腺に

腑分けし、各組織の重量を測定した後、冷

凍で実験室まで持ち帰る。また、水揚げ地

市場からフグを購入した水産加工業者等

において聞き取り調査を行い、また購入し

たフグの鑑別が可能であれば鑑別を行い、

雑種フグの流通状況を調査する。

実験室において、雑種と思われる種類

不明フグのDNA試料（右胸鰭のエタノー

ル固定試料）よりゲノムDNAを磁性ビー

ズを用いた精製法により抽出する。抽出し

たゲノムDNAを鋳型として、日本産トラ

フグ属魚類11種の種特異的遺伝マーカー

の一塩基多型（SNPs）をTaqManアッセイ

により遺伝子型決定し、種・雑種判別を行

う。種・雑種判別結果に基づき、現地調査

における種類不明フグの個体数などから

雑種の混獲率を推計する。また、各雑種個

体から腑分けされた4部位（皮、筋肉、肝臓、

生殖腺）の冷凍試料から、食品衛生検査指

針理化学編（2015）に準じた方法で毒の抽

出を行い、得られた抽出液を毒性評価用に

水産技術研究所に送付する。

1.2 東京都中央卸売市場における調査 
東京都中央卸売市場に搬入される際、

雑種が疑われ、卸売流通から除外されたフ

グ検体を収集し、各魚体の画像を撮影した。

また、各検体に関わる情報として水揚海域

や年月日等の情報を入手し、これらを紐づ

けて整理した。

各検体を冷凍状態で、本研究班で遺伝

学的手法を用いて魚種判別を担当する分

担研究者・高橋洋博士（水産大学校）宛に

送付した。

1.3 TTX の LC-MS/MS 分析 

福井県沖で採取されたゴマフグと宮城

県気仙沼沖で採取されたショウサイフグお

よび雑種フグ（ゴマフグ×ショウサイフグ）

の各組織を TTX の添加回収試験に用いた。

ゴマフグの組織では筋肉と肝臓、精巣を、シ

ョウサイフグでは筋肉と肝臓、皮を、雑種フ

グでは筋肉と肝臓、精巣、卵巣、皮を用いた。

なお、ゴマフグの皮と卵巣組織は著量の

TTX を含んでいたため、また、ショウサイ

フグの生殖巣は試料量が少なかったため、

添加回収試験は実施しなかった。

TTX の添加回収試験（試験法 1）は次の

ように実施した。フグおよび雑種フグの各

組織 2.00 g に対し、TTX を 10 MU/g (2.2 
mg/kg) になるよう添加した。そこに、0.1 % 
酢酸溶液 8 ml（組織重量に対して 4 倍容）

を添加し、ホモジナイズした。それを 95 ℃ 
以上の湯浴中で加温し、氷冷して室温程度

まで冷却後、遠心分離して上清を回収した

（TTX 添加区）。TTX 非添加区は、TTX を

添加せずに同様の操作を行って抽出した抽

出液を用いた。それらを適宜希釈して、

HILIC-MS/MS 分析に供した。得られた分

析結果から TTX の回収量を求め、回収率を

算出した。

TTX の添加回収試験（試験法 2）は次の

ように実施した。フグおよび雑種フグの卵

巣組織 2.00 g に対し、TTX を 10 MU/g (2.2 
mg/kg) になるよう添加した。そこに、0.1 % 
酢酸溶液9 mlを添加し、ホモジナイズした。

それを 95 ℃ 以上の湯浴中で加温し、氷冷

して室温程度まで冷却後、遠心分離して上

清を 20 ml メスフラスコに回収した。生じ

た残渣に 0.1 % 酢酸溶液 9 ml をもう一度

添加し、懸濁後、遠心分離して上清を先ほど

と同様のメスフラスコに回収し、20 ml に
定容した。TTX非添加区も同様に抽出した。

それらを適宜希釈して、親水性相互作用液

体クロマトグラフィー（HILIC）-MS/MS 分

析に供した。得られた分析結果から TTX の

回収量を求め、回収率を算出した。
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B-2. 国際的に妥当性が評価された LC-
MS/MS 法による国内貝毒検査法の確立

ホタテガイの主要な生産海域である北

海道及び東北地方の本二枚貝について、マ

ウス毒性試験（MBA）とHILIC-MS/MSに
よる分析を行い、両者の相関性を明らかに

する。各成分の総毒力に対する寄与度から

国内で入手可能な標準品について必要性

を検証する。また、化学兵器であるサキシ

トキシン（STX）については、二枚貝にお

ける毒組成に占める割合および毒力に占

める割合をそれぞれ求め、STX標準品が必

要かどうか検証する。さらには、ホタテガ

イに含まれるテトロドトキシン（TTX）に

ついて、その含量から規制対象とすべきか

検証する。

MBAとHILIC-MS/MSに供するホタテ

ガイホモジネートは、日本食品検査でホモ

ジネートを調製後、一部をMBAに使用し、

一部をHILIC-MS/MSに使用した。試料は、

ホタテガイ可食部全体あるいは中腸腺と

した。HILIC-MS/MS分析に資するホタテ

ガイ試料は、既報（J. Chromatogr. A 1387
(2015) p1-12）に従い、抽出・前処理を行

った。HILIC-MS/MS分析は、先述の論文

を参考に、水産技術研究所所有の質量分析

装置を最適化した方法で行った。分析に用

いた標準物質は、カナダのNRC製認証標準

物質14成分（C1/2, GTX1-6, dcGTX2/3, 
NEO, dcNEO, dcSTX, TTX）を用いた。

dcGTX1/4はニュージーランドのコースロ

ン研究所から恵与されたものを用いた。そ

れらは段階的希釈列を作製し、5-7点のポ

イントを使い検量線を作成した。STXは当

所所有のものを用いた。C3/4は標準毒が入

手できなかったが、他の毒と同様に選択的

反応モニタリング（SRM）トランジション

を設定し、定性検出を可能とした。二枚貝

代謝物である既知のM-toxinsについても、

既存のSRMトランジションで概ね検出で

きるため、条件設定の最適化を行わず、デ

ータ解析ソフトウェアにてデータ処理を

行った。HILIC-MS/MSで分析すると試料

に含まれる麻痺性貝毒成分の毒濃度

（nmol/g）が得られるため、それに既報

（Oshima, J. AOAC int. (1995) 78, p528-
532 ）によって算出されたモル毒力

（MU/µmol）を乗じることで、マウス毒力

（MU/g）に換算した。また、MBAに供す

るホタテガイ試料は、食品衛生検査指針に

記載されている麻痺性貝毒検査法（公定法）

に従って調製した。 

B-3. 汎用性の高い植物性自然毒の分析法

の確立 

B-3-1．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 成分とした。 
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

α-アマニチン、β-アマニチン、γ-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 µg/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 µg/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 µg/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（Hayakawa et al. (2008)）1)から調製

した 33 µg/mL のメタノール溶液を用いた。

ニセクロハツの指標成分である CPAC は、

松浦らの報告（Matsuura et al. (2016)）2)

に基づき、化学合成したもの（後述）を分取
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HPLC により精製し、200 µg/mL のメタノ

ール溶液として用いた。

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 µg/mL
の標準原液を調製した。これら 4 種の内部

標準溶液を混合して、60%メタノールによ

り希釈し、50 ng/mL の混合標準溶液を調製

して、試験溶液と検量線用標準溶液の調製

に使用した。

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。

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。

・ACQUITY UPLC System（Waters 社

製）−API4000（Sciex 社製）

1.5 LC-MS/MS 測定条件 
分析カラムは、Waters 社製の XBridge 

Shield RP18 (2.1 mmφ×150 mm, 3.5 µm)
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

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。

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 µL 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

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 、α-アマニチン、β-アマニチ

ン、γ-アマニチン：2 µg/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 µg/g
・ウスタル酸：0.5 µg/g
B-3-2．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
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分析対象化合物としたキノコ毒 15 成分

は以下のとおりである。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 µg/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 µg/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。 
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。

・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 µm)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
µL 分取した。これにホウ酸緩衝液 300 µL
および APDS 溶液 100 µL を加えて、スク

リューキャップでフタをして密閉し、ヒー

トブロックで 55℃、10 分間加温して誘導体

化した。反応液を室温に戻した後、0.2％ギ

酸含有 60%メタノール溶液 500 µL を加え

て試験溶液とした。

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 µg/mL の標準溶液を誘導体化し

て得られた試験溶液（1 µg/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]+）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、確認用として Mm +121 >
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Mm+1 の 2 つのトランジションを選択して

SRM 条件を最適化した。 
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 µm）を用いた。1
µg/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 potential（DP）を 30-100 V
まで、Collision energy（CE）を 20-110 V
まで、それぞれ 10 V ずつ変えて誘導体化物

のピークの面積値を比較することにより、

最適な DP と CE を設定した。 
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（σ）
を求めた。検出限界は 3 σ/a により、定量限

界は 10 σ/a により算出した。検量線の相関

係数(R)は、誘導体化後の濃度として 1、2、
5、10、20、50 ng/mL の 6 濃度からなる検

量線から算出した。

B-3-3．CPAC の化学合成

松浦らの報告（Matsuura et al. (2016)）
2)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。これを

分取HPLCにより精製した後、重水中、

22℃で1H-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。

文献

1) Hayakawa, I., Watanabe, H. and
Kigoshi, H. Tetrahedron, 64, 5873-
5877 (2008).

2) Matsuura, M., Kato, S., Saikawa, Y.,
Nakata, M. and Hashimoto, K. Chem. 
Pharm. Bull., 64, 602–608 (2016).

B-4. 植物性自然毒の食中毒の発生動向調

査及び「自然毒のリスクプロファイル」更

新 

B-4-1. 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。 
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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 

B-4-2. 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。 

（倫理面への配慮） 

特になし。 

C. D. 研究結果及び考察

C,D-1. 雑種フグの発生状況及びフグの流

通状況の把握 

1.1 主要な水揚げ地における調査 

（結果） 

気仙沼市における現地調査においては、

2021年7月7日に4ヶ統の定置網で漁獲さ

れた計1843個体を買い取り鑑別した。その

結果、各個体は9種（ショウサイフグ、ゴマ

フグ、コモンフグ、マフグ、シマフグ、ヒ

ガンフグ、トラフグ、クサフグ、クロサバ

フグ）1597個体と雑種と思われる種類不明

フグ246個体に分けられた。種類不明フグ

17個体について、DNAマーカーによる種・

雑種判別を行ったところ、1個体がコモン

フグ×ショウサイフグの雑種第一世代

（F1）、1個体がコモンフグ、5個体がゴマ

フグ×ショウサイフグの雑種第2世代（F2）
もしくは戻し交雑（BC）、10個体がゴマフ

グ×ショウサイフグのF1であった。また、

現地で鑑別した純粋なショウサイフグ、ゴ

マフグ、コモンフグ、およびマフグを無作

為に46個体抽出し、DNAマーカーによる

種・雑種判別を行ったところ、すべての個

体が外部形態に基づく鑑別結果と矛盾し

なかった。これらの結果から、気仙沼調査

における雑種の混獲率は13.348%と推計

された。

稚内市における現地調査においては、

2021年8月6日および7日に底曳網および1
ヶ統の定置網で漁獲された計1179個体を

鑑別した。なお、底曳網で漁獲された528
個体を買い取り、定置網で漁獲された651
個体は現地の水産加工会社の加工現場で

選別前のものを鑑別した。その結果、各個

体は1種（マフグ）1178個体と雑種と思わ

れる種類不明フグ1個体に分けられた。種

類不明フグ1個体について、DNAマーカー

による種・雑種判別を行ったところ、マフ

グ×トラフグのF1だった。これらの結果か

ら、稚内調査における雑種の混獲率は

0.085%と推計された。 
気仙沼市および稚内市における雑種の

流通状況の調査では、いずれの市場でも雑

種フグは選別されることなく水産加工業

者等に購入され、加工施設内でフグ処理者

の監督下で選別・排除されていた。各施設

のフグ処理者の配置は、1名から数名とま

ちまちだった。

判別された雑種計17個体の腑分け試料

（皮、筋肉、肝臓、生殖腺）より、食品衛

生検査指針理化学編（2015）に準じた方法

で毒の抽出を行い、得られた抽出液を毒性

評価用に水産技術研究所に送付した。

（考察）

2地点における調査結果から、漁獲され

た天然フグの種構成や雑種の混獲状況は

地域によって大きく異なることが示唆さ

れた。従って、今後は調査対象海域を拡げ、

地域的な傾向があるのかどうかを調べて

いく必要がある。また、今回8月に行われた

稚内市における調査では、漁獲されたマフ

グは非繁殖期であり、発達した精巣または
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卵巣を有していなかった。従って，天然フ

グの主要な漁獲地である北海道にいて，次

年度は繁殖期における調査を追加で行う

必要があると考えられる。

今回、宮城県気仙沼市の調査結果から、

ショウサイフグとゴマフグの雑種の中に、

F1よりもさらに進んだ雑種（F2やBC）個

体が相当数混じっている可能性が示され

た。このことは、2012年から2014年にかけ

て、茨城県や福島県沖で両種の雑種が大量

発生した際の、雑種のほとんどはF1である

という結果とは大きく異なる。従って、気

仙沼市における調査個体数を増やし、F2や
BCといった雑種後代の出現状況および毒

性を明らかにしていく必要があると考え

られる。

雑種フグの流通状況の調査では、混獲され

た雑種フグは、市場において純粋なフグに

混じって選別されずに販売され、水産加工

業者等に購入されていた。水産加工業者等

では、フグ処理者の監督下で雑種フグが排

除されていたことから、調査した範囲では、

雑種フグが処理された状態で食品として

流通することは無いと思われる。一方、今

回調査したのは底曳網や定置網の漁獲物

であり、高級魚であるトラフグを除くマフ

グ等のフグが中心であったことから、トラ

フグを主な対象とする延縄漁などで、雑種

がどれだけ混獲されているかは不明であ

る。延縄漁では、市場等に水揚げする前に

漁業者が雑種を排除する場合も多く、また

トラフグは高価なため定量的に買い取っ

て調査する事はできないため、雑種の漁

獲・流通状況を把握するためには、鑑別能

力の優れた延縄漁の漁業者の協力を得て

混獲率を調査するなど、何らかの手立てを

講じる必要がある。1.2 東京都中央卸売市

場における調査 

（結果） 

令和３年度に計21検体の雑種疑いフグ

を収集した。その内訳は、外観として、ト

ラフグの交雑疑いが13検体、ショウサイフ

グの交雑疑いが4検体、ゴマフグの交雑疑

いが3検体、コモンフグの交雑疑いが１検

体であった。これらは1検体を除き、関東近

郊の海域で漁獲されたものであった。

本研究班の分担研究者である水産大

学校高橋洋博士による魚種鑑別結果か

ら、計21検体のうち、雑種と判定された

ものは15検体であり、その内訳はトラフ

グ×マフグの雑種が9検体であり、ゴマ

フグ×ショウサイフグの雑種が6検体で

あった。後者については、茨城県または

千葉県で水揚げされたものであった。雑

種が疑われたものの、魚種鑑別結果から

雑種ではないと判定された検体の内訳

は、トラフグが4検体、マフグ及びコモン

フグが各1検体であった。

（考察）

本研究では、卸売市場に搬入される際に

雑種が疑われ、卸売流通から除外されたフ

グ検体を確保し、これらの雑種疑いの根拠

となった外観等について整理を行った。水

産大学校における種・雑種判別結果との照

合を通じ、7割以上の検体が雑種であるこ

とが確認され、外観による魚種鑑別の重要

性が改めて示された。 

雑種と判別された検体では、トラフグ×

マフグの雑種が最も多く認められた。トラ

フグ属魚類については雑種が多く存在す

ることが既知であるが、実際の卸売市場に

搬入される過程で認められたことはこう

した状況が現時点においても発生してい

る状況を裏付けるものと考えられる。更に

トラフグの雑種と疑われたにもかかわら

ず、トラフグと判別された検体も複数認め

られたことは、こうした魚種の外観に関す

る情報を更に詳細に収集し、周知していく

必要性を提起していると考えられる。また、

コモンフグ×ショウサイフグの雑種につ

いては、親潮が流れ込む海域でのみ認めら

れていた。この状況についても近年報告が
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なされているが、同雑種フグの生息域が拡

大するおそれも否定できない状況にある

ことから引き続き調査を行う必要性があ

ると考えられる。 

1.3 TTX の LC-MS/MS分析 

（結果と考察） 

ゴマフグの組織では、筋肉と肝臓、精巣を

対象に試験法１により添加回収実験を実施

した。その結果、筋肉での TTX の回収率は

110%であり、肝臓で 129.6%、精巣で 96.2%
であった。いずれの組織も概ね良好な回収

率が得られた。次にショウサイフグの組織

では、筋肉と肝臓、皮を対象に実施した。そ

の結果、筋肉でのTTXの回収率は113.6%、

肝臓では 78.0%、皮では 126.1%と、このフ

グでも概ね良好な回収率を得ることができ

た。雑種フグでは筋肉と肝臓、皮、精巣、卵

巣を対象とした。その結果、筋肉での TTX
回収率は 98.4%、肝臓で 100.0%、皮で

92.5%、精巣で 100.1%、卵巣で 178.9%で

あった。卵巣を除く、すべての組織において

一回抽出法で十分な回収率が得られること

が判明した。大幅に回収率の高かった卵巣

組織については、抽出液を添加し、加熱処理

をした後の遠心分離で回収できる液量が本

来であれば 8 ml 程度あるものが、3 ml 程
度しか回収されないことが影響していると

推察された。卵巣組織の膨潤の影響と思わ

れる。そこで、2 回抽出法である食品衛生検

査指針に記載されたフグ毒（参考法）を検討

することとした。雑種フグの卵巣組織とゴ

マフグの肝臓組織で行った TTX の添加回

収試験（試験法 2）の結果、雑種フグの卵巣

における TTX の回収率は 94.4%、ゴマフグ

肝臓では 89.0%であり、両組織とも適切な

回収率の範囲内に収まった。従って、雑種フ

グおよびフグの卵巣組織については、食品

衛生検査指針に記載された 2 回抽出法を適

用することとした。

C,D-2. 国際的に妥当性が評価された

LC/MS/MS法による国内貝毒検査法の確立 

（研究結果と考察） 

北海道・東北地方の二枚貝を分析した

結果、北海道と東北地方で相関性データ等

に大きな違いは見られなかったため、デー

タ解析では一緒に処理した。必要に応じて

データの一部を北海道のみ、あるいは東北

地方のみとして報告する。

2021年度は北海道・東北地方のホタテ

ガイ計88検体を分析した。MBAによる毒

力は、2.0 MU/g -180 MU/gまでの範囲で

あった。それらについて得られたMBA毒

力とHILIC-MS/MSから換算したマウス毒

力との相関を調べた。その結果、近似曲線

の傾きは0.42となり、MBAの方がHILIC-
MS/MSの分析値よりも2倍近く高いマウ

ス毒力を示した。決定係数は0.72であった。

北海道や東北地方のホタテガイでは可食

部を用いた場合は 4 MU/gを規制値、2.0 
MU/gを監視強化として扱っている場合が

あるが、可食部に占める中腸腺の割合は

10% 程度のため、中腸腺を使用した分析

では20 MU/gで監視強化、40 MU/gで規制

値付近となる。そこで、より監視強化およ

び規制値に近いマウス毒力の範囲（0 
MU/g- 45 MU/g）で近似曲線を作成したと

ころ、傾きは0.52（決定係数：0.65）とや

や改善したものの、やはりMBAの毒力が

HILIC-MS/MSの分析結果の2倍程度であ

ることには変わりなかった。5 MU/g付近

まではMBAと同程度の値を示すものの、

それ以上の高毒力になるとMBAの方が

HILIC-MS/MSよりも高い結果となった。

本調査研究では、二枚貝代謝物であるM-
toxinsと推定されるピークが複数検出さ

れた。検出した成分は、M1, M3, M5-HA, 
M4, M10であった。このうち確実に同定で

きたのは、M1, M3, M5-HAの3成分であり、

M4, M10は推定成分である。二枚貝代謝物

であるM-toxinsについては、STXを基準と

した毒性等価係数は不明であり、かつ、認

11



証標準物質が市販されていないため、その

濃度および毒力を算出することはできな

い。そこで、M-toxins（M1, M3, M5-HA, 
M4）のピーク面積とMBA毒力との間に相

関性がみられるかどうか調べたところ、近

似曲線の決定係数は0.91と非常に高い正

の相関を示した。このことは、MBA毒力が

高いほど、M-toxins のピーク面積が大き

くなっており、それら成分濃度が高い、あ

るいは毒力への寄与があることを示唆し

ている。従って、MBAとHILIC-MS/MSの
分析結果が乖離している理由として、二枚

貝代謝物M-toxinsの影響が推測された。

MBA毒力に対して、M-toxins の関与が相

当量認められる場合、これら成分について

も、機器分析の際には認証標準物質が必要

になる。

化学兵器であるSTXを分析に使用する

場合、経済産業省への使用許可申請が必要

となる。そこで、STXを分析用標準品とし

て扱う必要があるかどうか、ホタテガイに

おける毒組成と毒力に占める割合を調べ、

検証することとした。東北地方のホタテガ

イを分析した結果では、毒組成に占める

STXの割合は4.0 % - 47.4 % （平均：16.3 %）

の範囲であり、毒力に占めるSTXの割合は

6.0 % -58.5 % （平均：24.7 %）であった。

北海道でも同様の傾向にあった。このこと

から、STXの占める割合が高い試料も存在

するため、他の毒による代替検量線を使用

した定量測定は不確実といえる。従って、

STXの標準物質を使い、正確に定量する必

要があることが判明した。

ホタテガイに含まれるTTX量を調べた

結果、可食部試料からはTTXが検出されな

かったが、中腸腺試料からは微量ながら

TTXを検出した。マウス単位に換算したと

ころ、中腸腺1 g当たり、0.1 MUにも達し

ていなかった。北海道・東北地方のホタテ

ガイについてはTTX量の年変動や季節変

動についても確認をする必要があるが、本

結果においてはTTXの寄与率は低いと言

える。ただし、アカザラガイのように極端

に高い毒力を持つ場合もあるので、貝種に

ついてはさらなる精査が必要である。

C,D-3. 汎用性の高い植物性自然毒の分析

法の確立 

（研究結果と考察） 

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)）1)。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れる。なお、クサ

ウラベニタケの毒成分は、消化器症状の原

因となる溶血性タンパク質や神経症状の原

因となるコリンやムスカリンとされるが、

後者については後述する高極性のキノコ毒

の分析法の対象化合物としている。

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 µg/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
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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（α-アマニ

チン、β-アマニチン、γ-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α-アマニチン、β-アマニ

チン、γ-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 µg/g の添加

試料に対して 3.1%と小さかったものの、夾

雑ピークは高感度に検出された。ニセクロ

ハツの同定に用いるためには、閾値の設定

や他のトランジションや分析カラムを用い

た確認方法を工夫する必要があると考えら

れた。

 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 µg/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

キノコの主要な毒成分である。

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ンカートリッジによる

固相抽出を検討したが、分析対象化合物を

回収することができず HILIC/MS/MS によ

る分析法の開発を断念した。

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)）2)。APDS
試薬は、分子内に活性カーバメートを有し

13



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、ヒトの血漿のアミノ酸メタボ

ロミクスや食品中のアミノ酸の分析例も報

告されている。

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]+）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（[C6H5N2O]+）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、誘導体化によ

り、いずれも Mm +121 > 121 のトランジ

ションでピークを検出することが可能であ

った。

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。

2.2 誘導体化物の SRM 条件の最適化 
APDS 誘導体化物の SRM 条件の最適化

はインフュージョン法で実施したが、

APDS 試薬をはじめとする反応試薬の影響

のため、イボテン酸やアガリチンでは得ら

れた SRM トランジション条件が正確でな

く、クロマトグラム上でピークを高感度に

検出できなかった。そのためこれらの 2 成

分は、DP と CE を変えてクロマトグラムの

ピーク面積を比較することにより最適化を

行った。

また確認用トランジションの候補とした

Mm +121 > Mm+1 は強度が小さかったた

め、プロダクトイオンスペクトルによりそ

の他の候補も探索した。CE 20 V において

は、アガリチンを除いてプリカーサーイオ

ン（[APD-M+H]+）が検出された。また、CE 
50 V においては、3-アミノピリジンのプロ

トン付加分子（[C5H7N2]+）に相当する m/z 
95 や m/z 78 のプロダクトイオンがいずれ

の誘導体化物からも検出された。

アガリチンは CE 20 V において、[APD-
M+H]+の脱水イオンに相当する m/z 370 の

プロダクトイオンが検出された。さらに、

m/z 232, 256, 276 にもプロダクトイオンが

検出された。CE 50 V においては他の誘導

体化物と同様に m/z 95 と m/z 78 のプロダ

クトイオンが検出されたが、m/z 77 にも強

度の高いプロダクトイオンが検出された。

以上の結果から、誘導体化物の SRM ト

ランジションとして、定量用として Mm
+121 > 121、確認用として Mm +121 > Mm
+121、Mm +121 > Mm +1、Mm +121 > 95
（アガリチンの確認用は Mm +121 > Mm
+1、Mm +121 > 232、Mm +121 > 77）の

4 つのトランジションを設定した。

2.3 分離条件の最適化

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
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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。

β-アマニチンはα−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α−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β-アマニチンの

SRM 測定においては、α−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、

β-アマニチンの正確な定量ができない。そ

こで、移動相Α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、α、β−アマニチンの分離度を確

認したところ、ギ酸濃度が少ないほど両者

の分離度は上がることが分かった。一方で、

ギ酸を入れないとムスカリンをはじめとす

る他の成分のピークが広がったため、5 mM
ギ酸アンモニウムにギ酸を 0.01%添加する

こととした（pH4.0）。この時のα、β−アマニ

チンの分離度 Rs = 2.1 となり完全分離の指

標である Rs = 1.5 を上回っていた。

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。β-アマニチンの定量に

α−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

Phenomenex 社製の Luna PFP(2) (2 mm
φ×150 mm, 3 µm)であった。 
2.4 検量線と検出限界および定量限界

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

 毒成分の標準物質を確保することが困難

であることは、キノコ毒のリスク評価にと

って支障となっている。今回、過去の死亡事

例が多く、近年も死者の発生が多いニセク

ロハツの指標成分である CPAC に着目して、

化学合成により標準品を確保することとし

た。

合成法は松浦らの報告（Matsuura et al. 
(2016)）に従い、シクロプロピル酢酸に塩化

チオニルを加えて酸塩化物を生成させた後、

L-カルニチンを加えて目的化合物を得た。

重水中での 1H-NMR スペクトルは松浦ら

が報告した結果とよく一致し、純度の高い

目的化合物が得られた 3)。今後、ニセクロハ

ツの食中毒事例が発生した場合に同定用の

標準品として使用することが可能であるこ

とが示された。

文献

1) 登田美桜，畝山智香子，豊福肇，森川

馨．食品衛生学雑誌，53，105–120
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2) Shimbo, K., Oonuki, T., Hirayama, K.,
Yahashi, A. and Miyano, H._Rapid 
Commun. Mass Spectrom., 23, 1483-
1492 (2009).

3) Matsuura, M., Kato, S., Saikawa, Y.,
Nakata, M. and Hashimoto, K. Chem. 
Pharm. Bull., 64, 602–608 (2016).
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C,D-4. 植物性自然毒の食中毒の発生動向

調査及び「自然毒のリスクプロファイル」

更新 

C,D-4-1. 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。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 

調査対象とした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。 
福島県における発生件数の経年変化を調

べた結果、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については、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。まとめた結果、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。 
食中毒の発生件数が上位5種のキノコに

ついて、それぞれの地域別の発生件数につ

いて検証した。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まとめた結果、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。死亡例が報告された

原因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)。
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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まとめた。

30年間に発生した全ての食中毒事件を対

象にしており、推定の事例、原因キノコが

複数種の事例も含めた。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）キノコをまとめた。

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

コが含まれていた。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）の傾向をまとめた。

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につい

てもまとめた。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。
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▸ 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。また、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）。 
C,D-4-2. 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。

E. 結論

E-1. 雑種フグの発生状況及びフグの流通

状況の把握 

1.1 主要な水揚げ地における調査 

雑種フグの発生状況には地域差があり、

全国的な実態把握と流通状況の調査が必要

である。従って、次年度は調査対象地域を拡

大し、卵巣や精巣が発達した個体が漁獲さ

れる繁殖期に調査を行っていく必要がある。

また、雑種後代（F2 や BC）の増加が示唆

されたゴマフグ×ショウサイフグの組み合

わせについては、調査個体数を増やし、その

割合や毒性を明らかにしていく必要がある。 
1.2 東京都中央卸売市場における調査 
本研究では、卸売市場に搬入された際に

雑種が疑われ、流通から除外されたフグ計

21 尾（検体）を確保し、これらの疫学情報

を収集・整理した。種・雑種判別結果との照

合から、雑種が疑われた検体の約 7 割強は

雑種であることが確認された。これら一連

の検討を引き続き進めることで、食品流通

から除外される雑種疑いフグの国内実態に

関する理解を深め、更なる安全確保に寄与

したい。

1.3 TTX の LC-MS/MS 分析 
食品衛生検査指針に記載されたフグ毒

（参考法）による分析試料の調製では、2 回

抽出を行う必要があるため、試料調製に時

間を要する。一方、抽出液と残渣に均質に

TTXが分散していると仮定して抽出を行う

一回法では、多検体を処理するうえで時間

の短縮が見込める。一回抽出法については、

谷口ら（2021）による報告があり、皮と筋

肉、肝臓、精巣の各組織で良好な回収率が得

られている。ただし、卵巣については報告さ

れていなかった。本研究では、雑種フグにお

ける皮と筋肉、肝臓、精巣、卵巣の各組織に

ついて一回抽出法を試し、卵巣を除くすべ

ての組織で良好な回収率が得られることを

再現した。卵巣については、従来からある二

回抽出法が適していることが明かになった。

本結果を踏まえ、次年度以降は、雑種フグの

組織分布を明らかにする予定である。

E-2. 国際的に妥当性が評価された LC-
MS/MS 法による国内貝毒検査法の確立

北海道・東北地方のホタテガイ 88 検体を

HILIC-MS/MS で分析し、MBA によって求

めた毒力と相関性を調べた。その結果、

HILIC-MS/MS で求めた換算毒力は MBA
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で求めた毒力の半分程度であった。HILIC-
MS/MS と MBA の結果が乖離した要因と

して、二枚貝代謝物である M-toxins の影響

が考えられた。M-toxins の毒性等価係数

（TEF）は低いと推定されているが、M-
toxins の毒力の影響についても検証する必

要がある。

化学兵器である STX の取り扱いについて

は、それが毒組成や毒力組成に占める割合

が高い（~50%）ため、代替検量線を用いる

よりも STX そのものを用いて定量した方

が良いと考えられる。

北海道・東北地方のホタテガイに含まれる

TTX 含量は非常に少なく、0.1 MU/g にも

満たないことから、その全体の毒力に占め

る割合は軽微なものと考えられる。しかし、

貝種によっては著量の TTX を含む場合も

あるので、貝種の違いを調べることは今後

の検討課題である。 

E-3. 汎用性の高い植物性自然毒の分析法

の確立 

主に国内での食中毒発生件数が多いキ

ノコや死亡事例が多いキノコを対象とし

て、含有毒成分を化学的性質により 2 系統

に分類し、LC-MS/MS による分析法を確

立することを目的に検討を行った。低極性

のキノコ毒の分析法の開発では、国内で食

中毒発生件数が多いツキヨタケや死亡事

例が多いドクツルタケなどの有毒キノコ

に含まれる低極性のキノコ毒 9 成分を対

象とする分析法を開発した。本法は有毒キ

ノコによる食中毒の原因究明に有用な分

析法であると考えられた。今後、分析法の

妥当性を確認するために、試験室間妥当性

試験を実施する。一方、高極性のキノコ毒

の分析法の開発では、国内で食中毒発生件

数が多いテングタケにはイボテン酸など

のアミノ酸やムシモールなどのアミン類

が含まれる。こうした高極性のキノコ毒を

対象として、プレカラム誘導体化 LC-
MS/MS による新たな分析法を検討した。

アミノ酸分析試薬である 3-アミノピリジ

ル-N-ヒドロキシスクシンイミジルカルバ

メート（APDS）をプレカラム誘導体化試

薬として用いたところ対象成分は迅速に

誘導体化され、逆相クロマトグラフィーで

保持可能な誘導体化物として高感度に分

析することが可能であった。今後、抽出、

精製工程の検討、試料マトリクス存在下で

最適な誘導化条件を検討する必要がある。 

E-4. 植物性自然毒の食中毒の発生動向調

査及び「自然毒のリスクプロファイル」更

新 

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

更新作業にも役立てることができる。

F. 健康危険情報

なし。 

G. 研究発表

１．論文発表 

1) 竹下直彦，近藤卓哉，池田 至，髙橋 洋，

永田新悟，星野和夫. 水温と塩分がアカメ

未成魚の摂餌と成長に及ぼす影響. 水産
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大学校研究報告. 2021. 70: 27-34. 
2) 辰野竜平 , 梅枝真人 , 宮田祐実 , 出口

梨々子, 福田 翼, 古下 学, 井野靖子,
吉川廣幸, 髙橋 洋, 長島裕二. 熊野灘産

ムシフグ Takifugu exascurus の毒性. 食
品衛生学雑誌. 2021. 62(1): 28-32.

２．学会発表

1) 武藤望生・柿岡 諒・永野 惇・坪井健

人・清水祐大・猪瀬周・清水洋平・川崎

琢真・高橋 洋. メバル属魚類の接合後

隔離と形態分化にかかわる遺伝領域の探

索. 日本魚類学会年会. オンライン開催, 
2021 年 9 月. 

2) Ryoya Yanada, Kaede Kusunaga,
Hiroshi Takahashi. The genetic basis
of egg size variation in ninespine
stickleback, Pungitius pungitius. 26th
Joint International Symposium
between National Fisheries University
and Pukyong National University.
Online meeting. October, 2021.

3）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

4）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 
３．著書

1)Hiroshi Takahashi. 2022.1. Recent
distributional shifts and hybridization
in marine fishes of Japan. In Yoshiaki
Kai, Hiroyuki Monomura, Keiichi
Matsuura (Eds.), pp. 311-325. Fish
Diversity of Japan: Evolution,
Zoogeography, and Conservation.
Springer, Singapore.

４．行政関係者向け説明会

1)南谷臣昭：有毒植物による食中毒に対

応するための一斉試験法の開発、第 58

回全国衛生化学技術協議会年会部門別研

究会（食品部門）、Web 開催／名古屋

市、2021 年 11 月 
2)南谷臣昭：有毒植物による食中毒への

対応と予防対策について、令和 3 年度地

方衛生研究所全国協議会関東甲信静支部

第 34 回理化学部会自然毒勉強会、書面

開催／静岡市、2022 年 2 月

５．その他

1)髙橋 洋. 海の温暖化によるフグの分布

域北上と雑種の増加. ていち. 2022. 141:
88-100.

H. 知的財産権の出願・登録状況

(ア) 特許取得 なし

(イ) 実用新案登録 なし

(ウ) その他 なし
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	B-3-1．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成分とした。
	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。
	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
	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。
	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
	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
	B-3-2．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成分は以下のとおりである。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。
	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1g/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1g/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1g/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1g/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）

	別添4-4）研究報告書（研究分担者）登田
	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

	別添5）研究成果の刊行に関する一覧表



