JEA B B AR B A B A (B SO R e TR 3 2E)
(iR O HRFED Y X7 EFLO T2 DAFE
SR 6EE SRS E

MAEORWEDEERE (XDZ) OWE - REE (BcTFRER) O
)40)
BREBI R 707 7 A VOES, HEE T IHRNLFREHRTGTEORRE

WRgeor i SRm R ESLEESRABETENITERT AT R

MR EE -

AT, BAEICB T 2R RE (20 2) ORPEMRIHIESE, P EEFN
ZNb DD, BIETREEDHEIN TOWRNWHEEOZ 2Xt5g L LIoREEORR - #iix., L
TIHEF AT 7= BRFCET 2205800 & Wi SN D EHARMt O L2 IRET DL, EATEHE
R—L_X=VICHEH SN TS TAERFBI A7 v 7740 OEFHEHBET D,

Amanita (T > 7 Z /7 )@) (BT 5 Amanitavirosa (K7 )V 2 7)) 3B HEOBHWVERFREDOZ TH
DM, ALEEL, VT IVH A L PCRIEEZ AW K7 V2 R A REEEBRN Lz, T
22 /7 J& Internal Transcribed Spacer (ITS) HHEELOD RHEARHT & T~ 3 B BAFE L 7= ks AL IR AL
FIPEFE>Y —/v (BLAST TSN) (2K V., RNV ZF IR T T4 ~— KON 0 —T &5%et Lz,
7oA~ —Ta—THAN2) T/LEALPCRIEIZX, RINYETLUNDT T HEFEEDZ
\CRZRUG Lgino e Z & h, B LI BE TREEORRENBRIFCH D E RS ivic, RiEX
% BIRERORFRIFKIEHO =D OFHICHFE SN D,

T, BRFHRFHINZNEREDZITHDLT VI A TICER L, TV XTI R @R E
DZTHDHN, ZDF ) DMERPAHT —F R= 22 HNE SN TE 5T, Biarmiiko
BROFX Y 7 LioTND, T T, TV 77 EHEE SN D ENEBUEKD 7 ) Mgt 217> 72,
a7V —Ry—J AL denovo TEVTVICEY, @WERT T H T RT 7 N LEHE
BTy BHERT TR A0BIET~ XL VHORTF FEa— R ABEFEINIR S
ehhote, 5%, Bt 7 /7 —vaEEMHT, AT EEREET RIS, T E T ER
H9 286 TFREEOBRREEZRAL D,

EBIC THRFBV A7 Ta 7740 IZO0T, HILWEIREZ G EICEFEEEZITT-> T D, &
FHUITHEEZEZIICLDE LTEZLDANCE ST, O FHRSEGRNI/D Z LR SN D,

W )5 A, BIFEEERY

BRI Sk ([EISZEE S8 & Sn B AEFFE T 22 221 BT YR O TIZIE, B MBI ORRICAE

B B (BN ER R AN TR A L) B E LT LT EELLORH D, TORK

R MY (ESZERE SR B ENITERT A EE) & TERE) LIFO, BAES@E O R PEE T

28 Wt (FENLEE SRS & b AR FE P B L 0) TEWIE AR (7 7, Rl L) LA
7 (O, MEMYOERT) ICHEShD, K
SRR T, b BRBICERT R ESE
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BloOHE & = DO PRIRICE T 2 M4 BHIZIRO
AREIZEI D AT Z & & LT,

i, mptEERE (02) ofEME LT
G E AT SRR 78 & CTHEME L TV 5 B s iR s
IZOWT, ZOMREM s K OME (L 2 A ST 5o
FROBAWE LTz, BRPHEFFHOZNEZDIITO
W, AT —Z_R—=2 BT LAY Ry

2O50

— 2 RNA (rRNA) {57 Internal Transcribed
Spacer (ITS) fEIK<CA% / AECHIOEEAIR I H
SE, BBISEUZY TV Z A L PCR IERLLER I
RS % OB FRELEORFEEZIT I, TD7D
2 BBEICRT DA RE (X0 2) ofd
FHeAHCBWT, BEEDL L, BIATFREED
BIRMEOMNEEDOZ 2R E L, 5FEIX,
BEEME D @\ & O 2 Amanitavirosa (K27 )L
BIr) BRBIZ, U T IVH A A PCRIEIZ L DR
HE L FRAEDBE 2 T 5, F7-,
BT D@ % Amanita (7> 7 2 7 @) ITEH L,
UL BFHERBANZNEOD, AT —HX—
AZTIRT ) DERPFATE WT 7 Z 71T
W, T 72 EHEE SIS ENEREUER O 7
J DIENTEATV, 7 SERBUS A HIET,
212, EAEFBE OB — L= RIZARL

N4

TWd TERFEOIU A7 T a7 740
(https://www.mhlw.go.jp/stf/seisakunitsuite/bunya/ke
nkou_iryou/shokuhin/syokuchu/poison/index.html) @
R LZASHENEO AR & Lz, Pk 20-21 4
FEJE A T R AR FE R B G e b D2 + LA
PRHEEFEEE TAHREBEOY A7 7 a7 7 A UE
Rk B L7oiANHIE (FRRRE A1) |
IZBNWT TERFEDOY A7 T a7 7 A V] BEK
S, BAFEETIE, F#EARRICHETLIELY
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HIFE DO K L FEEMRE OO, ZNEARLT
W5, ZITIE Mo EatEY, E0Z, m%
T OFEEEIZ . £ OB L R BB, T,
hEEIR e ERRIEATEIRICEEH SN, DA
Rl BlT HOMELHMTELH L OICE LB
TWD, 7272, KBS T D 10 FLL B RGE L
=S, E DR,
ICHE-> T e, 07, ABBOF L
ZEDIC AR RE LB LNETH D,

N 3-5 A BB B4 R i
TODLED « ERRRHEE R TARFEED Y R
7 BERO 7= OHFFE (21KA1005 ; AFFEIAERSE : ¢vR
Brz) 12BN T, O Z K OEFEMIZET 2 R
B UIZHE T LT, AR TIL, & OfkGEE %
ToLebilBMMERRTEOY A7 Tu T 7 AL
DRELEIT 9,

RN IZ DWW T O EIES

B. WL
FEEY I NERIER

TR rREMEINDGEDOD (TEE) I
DT BRBH-PER X F | - FEAR DR TE 2 BLdk (% |
FENEKENLZ BT 2T AICHBIL, B
FERLEEEE FDU-1200 (EYELA) % H W C it e
P& TN, T 5 FE T-30~80°C THRAF LT,

DNA #hH 5k
LT O LRI D O DNA i3, Cetyl trimethyl
ammonium bromide (CTAB) % H\\ 7=, BRASHZIGHs
P TIV 02 g HIRIKESZE T CHEHEE VT
L=, 25 mL @ 1.5% CTAB Ny 7 7 —
(1.5% CTAB, 100 mM Tris-HCI (pH 8). 1.4 M NaCl,
20 mM EDTA (pH 8), 1%~ U bE=/rtal KN~

(Polyvinylpyrrolidone : PVP) | 1%V B =/L7K Y



v'e U R (Polyvinylpolypyrrolidone : PVPP), 2% 2-
ANAT NEH ) —):2-ME) ZiFML, 56°CT
Sy TRIIME U 7=, IR OW#IZ, 1.75mL @ CIA
(ZveaRnvh AT INVTa—) =24:1)
ZUSAN L. BioRS-24 Mini Rotator (BIOSAN) 2T
RS BRI |
f, #iR) LChEEBEIN Lz, E612, EIR LT

e

30rpm, 30 % .0 (5,000 rpm, 7 57

IZZ D 12 58D CIA Z§ L. 50 rpm, 30 %7

MR FIfE . .0 (5,000 rpm, 7 40, =7E) L.
FiEERBEIR L2, Z o BFcs LT, 1/10 fE&D

10% CTAB /KR & BN L CHAENREFI% . 2.5 mL
® CTAB L/~ > 7 7 — (1.0% CTAB, 50 mM Tris-
HCI (pH 8). 10 mM EDTA (pH 8)) % ¥R L C#infa
i, =R

L TR b ZbEIZx L, 500 uL @ 1 M NaCl 3

WA L 7=, 130 (5,000 ~ 10,000 rpm, 10 4y
KOV pL ™ 100 mg/mL RNaseA =ML, 56°CT
IR L7228 I A iR LT, Fetkl
=B LR ) — I L R L,
KICHBE L7=b D% DNA K & L, it L7z

/77 2 DNA X NanoDrop One (Thermo Fisher

A Y 7anx

Scientific) TIEEZHIE L7,

FEHEE
RNA BE1D 9 5 BREOFRES R
W5 L5 ITS fE

YHETH
Fik, 35 &2 O RNA polymerase II (rpb2)

DOEHNCEEASNTH P IVDEIEE T T, W
o T fE I 2 g 9 2 7= ® 2 ITS 1 ITSI: 5°-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3> . ITS4: 5°-

TCCTCCGCTTATTGATATGC-3" (White et al, PCR
protocols:1990: p.315-322) | rpb2 |% Am-6F 5-
TGGGGAATGGTRTGYCCTGC-3’¥ T8 Am-7R :

5’-CCCATKGCTTGTTTRCCCATGGC-3" (Cai etal,
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2014, BMC Evol Biol.) %774 ~—& L CTHWE
PCR Z1T-7c, W LT 7 ) a3z
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel)
THiRIL, o T —IEIC X0 EERLS &2 e L
NCBI @ BLAST % T, FARIMEOD m\ % [7]

VTNV OFEE UTHEE L,

T v 7 BB 1ITS BB DINE L RAEREAT

NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) THi4,
PR SNTWDHEFREMT 72 7 )E 444 TR L |
S E L U C Lepiotavenenata (%> %/ 515 71 Vg,
s L)
B4 % 7)) | Limacella glischra (% A U 71 5 71 % )&,
A 7a L) @ rRNA HORSN 2L (R 1) .
IN4E L7z IRNA & 1& 7 JEZELAIE MAFFT (v7.525)

. Limacella glioderma (F% X AV 715

ZHWTLZET 71 A2 L. ModelTest-NG
(v0.1.7) TETNAHETE L, RAXML-NG (v1.2.2)
THRABHETE LT,

R I N5 i ORERREES DRI
R NVE TR RN T T A~ —
BB DBRFRITIE, ARSI 16 2 HE R AL e
[T R = RS N A = I 4
(' https://github.com/NIHS-DNFI/BLAST TSN/ )

Ta—7

A BLAST TSN

(Sugino et al, 2025, ACS Agric. Sci. Technol.) % —
WS L THWE, K7V L& /o 18S rRNA &
{5 1-Ei% 695 Hikk (GenBank: AB015676.1) 75 1
Ha % sliding window 722 X 0 25 mer @ 671 FED
BN ZAR L, Enba s &L LT,
B LIS D 443 T 7 2 @ TS BesTxt LT
BLAST 58 2 %0 L. BCYEVED 22 iEds) 5
bbb R Y NVE IR RS 2 L7

(4 2A) .

7%



R & ks RRIE FHRE R

BLAST TSN Tt L7z K7 YL & i fe By 7
Foy & Lz, ROV 2R RY 72 A A
PCRAT 74 ~—+ T u—T7%F5 L7z,
LTI ~— Tu—TEHW AL
DORFFVEIL, FastStart Universal Probe Master (Rox)
(Roche) % i\ 7= TagMan Y 7 /L % A I PCR %
THERS LT,

Ry Y—Fy—rxzR

T T BT D de novo &7 LTRTY BFE
i 512872V . PromethlON (Oxford Nanopore
Technologies) L Cr > /Y — R —rx
A% FEE L, CTAB IEIZ XY filifti L7= DNA 7»
©. Short Read Eliminator Kit % fV TR ELS %
F#:2% L. Ligation Sequencing Kit V14 (SQK-LSK114)
> T = T ATATZ ) il LTz, 7
m—& /L3 FRO-PRO 114M % L 7=,
PromethON 7> & HRf5 L 727/ 78 77 & i ) 7 il
IZ. Oxford Nanopore Technologies 3 $& k925 <X —
A3 —7—"Td 5 dorado (v 0.7.3) @ duplex E—
RIZ & - THRERSICHEAE X, 3 FHORn 7
U—RKH7 &7 7 Flye(v2.9) NECAT (v0.0.1) ,
PECAT (v0.0.3) (2XV, 77U aMa Lz,
PECAT O D7, dorado @ correct “E— RIZ L 53t
FHEY =7 —EIEE— REFEIT LI,

N7 7 87 a0tz iy 5720,
Benchmarking Universal Single-Copy Orthologs
(BUSCO) (v5.7.1) ZFIHL, A—Yr 7T —
vy MIHEFEMPIBTOEA L LT
[fungi odbl0) . BLOHTEONIEI L—T D
FTbREREHTHLNTHXTRALELT
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lagaricales_odbl0)] ZFIH L7z, £7-, & D ZHI

BETRNDarZIx—varThAEEOH D
BEMEHRERTFZRHET 220D
lbacteria_odb10] ZF|H L7z, F7=, D-GENIES ®
7 =777 W (https://dgenies.toulouse.inra.ft/)
ZHWT, BB 2O FEIHT /) ALk
L7,

IR FYUTRRS LOBRE

BRSO 1 S ORI ITMIEE A 1 1%t L,
ZHOI bar U THFEL TS, Ko7,
B )R — I A0 ELNTEY — RDh
Ny DT ) LEDI hary RUT 5 LD
ANV POFREWEBEZBND, £ T, 1
Hllearyrs4 79T, V=72 AV =KD
Ny URFELL WA T 4TI har R
U757 AHKESEHR L, TTAF—
minimap2 (v2.17-1941) W\ T, v—27 xR
—RFEEELLLa T 7y BT LTEDb,
FHHEY —/L CoverM (v0.7.0) Tar 74 7 Z&D
NNy VERS L,

E5IC, BROI bar RUTH ) Lx55T-
W, I hIRITF AR LT 4 S
vy 7 anizy—27x A — K&, HlE
IREDBRYT ) IR L LT BT ) Y —
JV hybracter (v0.9.0) ZfEH LT, I ha FU7T
7 KEANOT T ) B L ORI LR R L,

Y=FRDTZANZ) T
TUTRTRT ) LT T ETICHIZ

BT ) L= 2 A — R ARER Y — T
A NE Y T ERE LT, i L7 TREEZK 6 12

ALl H—IC, I hary FUTHREHE L



U— R&ERIN LT, RIZ, M (ffE) 77 AICH
[FEDEWNY—7 = 2 — RERSN LTz, 20
72\, minimap2 & W CTERIMHROMIE 7/ L
DOBWEINC Y — 7 =AY — FEx—fF~ vy B
7' L. Samtools (v1.11) ZHWT, vv B /X
Niemol= ) — K&t Lc, BROMSFSROME 7
J DB WESIIC X Rhanella JEFE 7/ L
(Rahnella sp. Y9602, complete genome. Sequence ID:
CP002505.1) Z M\ 7z,

BEAER M B ER AR F OBAR TR R
JBAETIBEDRHT S TERGEY A7 Ta 77
ANV AZBNWTC, TR rERTEICREDS
WERD T~ bRV U, Ty RV UBOT
2 BEELY) (3R 2) &I BLAST 7' 77 L0
tblastn (7 =V : 7 I JBEELAI, 7 —HF N— A 1 &
FRELA) |2 & 0 BRER L7z, AMFSE TIT L 72 thlastn
T, 7o UVEHIDRENZO, X TEH T v a v
(-word_size 2, -evalue 10000) %% E L CTHEITL
77

[BRBOIV R Tur7 7LV OEH
TERFD Y A7 707 7 A V) [ ZEAEE 1P
B T E DT, AN 3-5 ARRERA T BRI
Jet B A3 (21KA1005) (2B W\ CIEA A O
BHEHYEE (B - AL R R 2
& hide L COVE L7 3B #E B e - T BT
RAab EICHEHEEE FEE LT,
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C. MWrFEmR

1. HHEERE (X02) OENIIRIBET
BEEOKS

1-1. YU ZAVHF AL PCREIZLBRIIYVE Y
RENELTREEORFR

7" 7 1 DNA itk L OEOHE

ZEDOFFEY TG T 7 Sl A S L
Mg R T/ A&l 5 2 LTI LA,
YU T NVOREBRELS T ) DNER DN b L
ENMRDZE LN OBIFEE LT, —fFlé LT,
14D T 72 TRy ) LDOT Hu—AT
WVERVKEIM ZR LTz, B 1 IZBWT, g
LWom s 7 e rBlNg~vind =472
WTIE L D AREED R WRIMER S BEES /7 Sl
ZEML., FOHEEIT-T,

BT ) AR TE L T ONT
IXITS 36 KO rpb2 BB D HENE - fiftfr 24TV, 7 —
HZR—=2 FORIIEREBE LI, ZO/RR, 7
—Z_X—2 EORA] & m O ERENE (R 99%LL 1)
R LTC28MOT o 7 2T JRIZOWT, ENEh
OfiEHE L (R3) ., b, AFETH T
A LR o zid, 77— N — 2R RS 0
WTHORS & SFEFREIPEDMEV & L <13 Amanita
sp.& LTBERI LTV DR & FHEIPED & <, FE
HEE D REE 222 T 3 ERTFAE LTy, i
HIIAATE L U TRERMERBRICH L 2nZ & & L
720 F 72 Amanita satotamagotake (- k%~ 2 % /r)
WCOWTIERFEZ~vITZ rEA—H L BRI T
TTREND, T X TRAIPBRESI TN

H DD, Flt DHAE (Kodaira et al, 2024, Mycoscience)



T Phylogroup B (% N #~ T X7 7 7 )v—"7) I[Z53 A
SN ABARE R ORLH & FIRIPES S 2o T2 2 &
b, W hE~TXrEHEE L,

R IV & r OffkREBELS|ORR LA D H
E

NCBI CUNSE L 7= 444 7 7' 5 /7 J& D tRNA &
a0 5 % T, BLAST TSN (L% K7
VOV B R B TR LA DO YRR A K LTz,
BLAST TSN O AF—A L LTiE, T K7V
% 7 O 18S IRNA EA=F-HELF (695 k) o 577>
5 25 HHEE T 1 #3950 sliding window 73T
sk 671 Bl A BT D (K24A) o RIZ, bz
I VEEE LT R YNBSS DT o T B
J& 443 FEIT X} LT BLAST f%8 L7-, BLAST %
DFERDD 443 I3 U CTHEIMEMEWES], §
bbb Ry YN R R RES 2 LT,
BLAST [ E-value D% le-4 (ZRE L 72 R,
671 BiF2~ 5 33 BB D R 7 > v & i K B E A1 203
b Ehe (K2) .,

RO NE G EMOT T E RO EDZ D
%BAMR A B 522 5 7212 NCBI & 0 Bt L7z
444 7 7B TR KO 3 FOSEAEY O 18S
RNA B in 1A BL S 2 I CRBUIEAT 2 F0i L
7z, ZET 74 A2 MME MAFFT @ L-INS-i ®£— K
EEA LI, 20% MY I 73 ERETIC,
ModelTest-NG % fiff > C fie b 15 TRkt 2 1ERL
HEEOFH T T NMEE & FEMi LTz, T ORER.
BIC, AIC. AICc DWW it GTRHIHGE A3 fi &
HeE S L7272 EREE T L2 T RAXML-NG TH%
et g J2he Uiz (0 3) o 45 L7 Rfiltic &
HE RV NE IR IIBRRTEIL Amanita
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amerivirosa (A. amerivirosa fFi4 72 L) ThHnH Z &
DR X Tz, A amerivirosa |Z7t% K27 )V 27
LR L Bdp ST E 72732021 FRITTERE 1Y,
F NI RFIENTIZ LD R B s HARNE
5T CHHE RGN 72 S V72 %f# (Tulloss RE etal,
Amanitaceae,2021) b &V | 2 FRITIEF 1T & HE
BInb,

YT7IVEA A PCR IEICL D RZYNE s R
BETREEREOKFEEMRRRER

BLAST TSN (Z KV [FE Sl K7 Y& ks
BEELFN NS U TV H A A PCRIEIC K 5 R
BR FRALEORIE Z A AT, B EORIKSEH
[ZIFEM) O K 5 72 DNA Boafgsivizy o7
HLAEE SN D728, PCR HIEES R I3 100 HEE
BREDOENS DT D X 9ITHE Lz, ITS1 ki
TIA v =T —T EEREF LI,
TIZBIT % PCR HIEEMRIX 89 bp L7075, 444
7o 72 rBoRT Ry YT XN
14 FED RNA Bin 1 OHIELS 2~V F T NT Z
AA NLTEREREZK 4 1R LTc, 2Dl
D 9B, A pallidorosea (77 K752 77)
IIAFTELDOT, TR RIINETrEEgd,
DT TR TR ) MK LT, Thb7 T
A~—Tun—=T%H\i) T )VZ A LPCRIEIC
X ORI 21T o7, ZORE. KoY
VI DI ) DD I, Cq il 15~18 THEBIK
A7 R R S e (5) . Zeds, ek L7z
TR RTINH RN T REE TR
SNl Z inh, AR TRRE LY 7V
Z A LPCRIEIZE DB FEIEILI R Y27
(ZRFRAYTd D FTREMED RIE STz,

NP



1-2. FUTETOT ) TR TY
W R NS DIES % Amanita (7> 75 77 &)
WCEHB LT, T 7 2 i3 BhHERNZ NS D
D, ZDG ) DERPAHT — F R— AT +5y
I STV RWn2d . BInFRAER E OB
P D3 it Z 2T, HATRIES T
Y72 EHEE S DR D T WELE O AT A
7 LIEROEG AT

A TUNZR LY,

(ELAN o7,

ITS fEIR DB EEFZ X D HEHE
TUT R FFEIRI D LS
HWCT o ——r 22k 0 ITS 4615 610

* ) . DNA %

bp E L7z, ZDOESINZHOWT BLAST #iFZ 21T
W, T XR—2 LR ERAG LI, AT
NVIL %4 Amanita pantherina (A. pantherina )
( Sequence ID: LC832100.1) B X O Amanita
subglobosa ( A. subglobosa )  ( Sequence ID:
PQ855800.1) @ ITS fEis & FHFE R 100% Th >
72 (#4), TRbbLZO 2D E O ZITITS fElEk
DOFAFRPEIL 100%Tod v | Z OFEIRD A TIX X T
R, —H T BREWNTIEMA (707477
I% A. pantherina LFEH SNV D Z ENE L, AT
BE Y A7 7a 77 A NVETYH A pantherina k70
fshTna, BRRICEBNT, BRERNDOT v
TETINESL SO EIRETIRBTEN DI
I T E ) LT,

Q7Y —RI—I TR

F I RT = —n ) — R 2,398,366 Y
— kK, &biT XHRY v
V7 ERET 1,037,519 U — R be (£S5 .

dorado correct E— R{Z

155

AR THRF LA T BT T
+ 7%5% L UYBUSCO (fungi_odb10, bacteria_odb10)
DOFEFRITE 6 [T T, KbBEP-TavT
o4 TV INDIE, 55 KD PECAT 72-72, K

SO NN

VT, NECAT (90 &) | Flye (459 &) Lt 7o,

BUSCO fEIZ7 B 7 VM TEMN/NEL, 992~
— 5T,

bacteria_odb10 ?® BUSCO fEA—#RIZ 97%LA E %7~

99.4% & fungi OBIR T MAFEMED m N> T2,

LCWizizd, oy —r 2 A —F, B
SO L7294 7 Z Vi GHERE) BHko
BoA &G AT D EHEER ST,

I hav R TS AOBRE

TECTVICK o THRORIEa T ¢ ZITR L
T, ¥/ RAY—=R&evybE 7L, 2O~
BTNy UNREHLTEWNAST 47D
V—R&ZIbar RYUTHRY — REHEE LT,
S RITSF 2 alREBZOND Y — NiT
1,328 U— R Cd -7z, 7=, hybracter (2 L5 7 &
7 OFER,
L. BLAST RZE CHMOT > 7% r @l H#H o
I b RYTESEMFEIMER RN &3 Do
77

54,066 bp TEARIZ e o702 & A Hf

Y—=FRDT74NEY T

Flye CH{EE L7= =27 1 27 BUSCO fHE)> 5
MEBHRO S ) 2ia 2 I x—
DT ENRBENTN (F6) . b1
# 7 D—B%Z NCBI BLAST CHELIMEMTE &
Rhanella JEMIE & AHREIVED B2 & D34 L7z,
B ERT VT BT ) NERET IS
fiEmm ko a2 ) — RiZBRAnTnsd 2 &

NEFELW, 2T, &7 /Ly —7 TR —

var LT

-
=

oV

S =

179 &,



Kino I har RU TS ) ABEK RO, Rhanella

JEHE 7 2 (Rahnella sp. Y9602, complete genome,

Sequence ID: CP002505.1) (Martinez et al, J Bacteriol,
2012) HRY — RZERS 72012, K6 DAF— LA
2, V= FRO7 4 VB2 7 aEhi L, i
FEERY — FOBREEZFER LR, 774
TS ARk THLEEZEZLND Y — KR
967,282 Th-o7= (¥6) . Zivb U — Rinb Flye
THFEE SN2 7 1 7% BUSCO TakAff L 72 BE,
fungi_odb10 ¢ Complete BUSCO I 99.4% % #EHf L
2 bacteria_odb10 1% 97%LA L TH > 72D 5.6%
FTHWALE (ET)

—Ji. T4 NE Y T TR A R Sk &
BEZHILD 68,909 U — K225 hybracter THEZE L
722> 7 4 27 ® Complete BUSCO fE I .
fungi_odbl10 7% 5.9%. bacteria_odb10 IZ 99.2% T&
STZ EME W7 &7 U D bacteria_odb10 @
BUSCO 23 @< 72 2R & 72 572 U — RO RES
IR Z & DR ST,

PECAT Z W2 T ¢ 1%

Bonizv—7 A — Kb,
U757 LB IOMAER RO Y — FERNZY —
REEZ W b B D O BAFCod o 72 PECAT IC
KT R TNEITD, ETOFEFERER T IR
Lize 2274 70% 20 Rl b7z, PFET

ThavEk

BUSCO ( fungi odbl0 bacteria_odb10
agaricales odbl10) TT 7 X757 ) Lk LTD5%E
PPEZ R L72 & 2 A Complete BUSCO fHEIEZ #1

I 99.6%. 5.6%. 95.4% TH V. HAEE T X

7 HOLEERIE A OMEBEIEN @V Z &R S,

INHarT 4T 208K KT 7 Ak LT,
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T, AWFRICEBWTHEEINTZ R 7 N7
Ll MHOMTREEY ) LA UER, &
Ye B K O [l K o £ TN o 7= Telomere-to-
Telomere 7/ AL LTHEINTZF U A VREICE
T %~ %% (Tricholoma matsutake, GenBank No.
GCA 0260755352, 2> 7 4 7 %13, 2K 161 Mb)
X7 AREOMEEIENME -T2 (KT7A) o —
HT, T I EFERUT 7R T RBICHOES
HR=F 7 %1 (Amanita muscaria, GenBank No.
GCA 000827485.1, = > 7 1 7% 1,101, 2k 40.7
Mb) O K77 K7 AE3T ) ARRECHEENE
MDENWZ ERbhrote (K7B) .

BERODT v 7 B r RS IT OV T

TV T B DRI E. BAETBE AR A
77Ty ANCEDE ART U, A E—
VL AFY R R ARSIV, T Ry
B T7TINANTV vy TasOrEns ) vy 150 5
FFONTWD, FTHT~ M TN T,
BREEOBR CIXEERHE RSO —2TH D,
T~ MRV HITBERASNTTF R THY | AR
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Amanita abrupta 78360 AB015685 Amanita changtuia 2303082 MH508299 Amanita fuliginea 67708 KJ466377
Amanita abscondita 2950456  ON705265 Amanita chepangiana 67699 KU714569 Amanita fuligineodisca 699466 FJ890027
Amanita ahmadii 1986131  MF070490 Amanita chiui 2303083  OR058505 Amanita fuligineoides 580329 1X998024
Amanita albidostipes 2303070 MH508501 Amanita chrysoblema 3029462 EU071911 Amanita fulva 67709 MK580751
Amanita albifragilis 3039890 0Q780692 Amanita chuformis 2730955 MT395378 Amanita fulvisquamea 3039892 0Q780690
Amanita albocreata 1812970 KU248128 Amanita cinctipes 1622100 OR354937 Amanita fulvoalba 2479931  PP102313
Amanita alboflavescens 576575  KMO052555 Amanita cinereoconia 1004477 MK580797 Amanita fulvogrisea 3068476  OR420078
Amanita albogrisescens 2610870 MN490654 Amanita cinereopannosa 596273  MH508306 Amanita fulvoides 2610874 MT980918
Amanita albolimbata 2779467 MT966937 Amanita cinereoradicata 2303084 MH508307 Amanita fulvopulverulenta 2733429 MT446251
Amanita alboradicata 2806914 MWO016760 Amanita cingulata 2038155 MF952721 Amanita fulvopyramidalis 2803005 MT878221
Amanita alboverrucosa 226593 AY194973 Amanita cinis 2983844  MF489725 Amanita fuscoflava 2303094 MH508372
Amanita alliodora 1906100  KX185611 Amanita cinnamomea 2019495 MF461576 Amanita fuscosquamosa 226594 AY194974
Amanita alpinicola 1804615  KR152655 Amanita cistetorum 2014971  KX834236 Amanita garabitoana 1262676  JX844710
Amanita alseides 2611043 0Q440800 Amanita citrina 67700 KY587527 Amanita gardneri 1982021 KU057387
Amanita altipes 262234  MH508254 Amanita citrinoannulata 2303085 0Q780697 Amanita gemmata 67710 KY596001
Amanita amerivirosa 1906117  PP977127 Amanita citrinoindusiata 2303086 MH508320 Amanita gilbertii 235528 MT594493
Amanita aminoaliphatica 2035819  KY606981 Amanita clarisquamosa 67702 MK388161 Amanita gioiosa 2268035 MH603599
Amanita annulata 2870554  MZ005573 Amanita claristriata 3039891 0Q780688 Amanita glarea 1972505  KY817311
Amanita annulatovaginata 353749 MZ345324 Amanita codinae 1004479 MZ493179 Amanita goossensfontanae 2733442 MT446263
Amanita aporema 1971393  KU714575 Amanita compacta 2820045 MW775275 Amanita grandis 683160 GQ925397
Amanita aprica 1427689  KF561973 Amanita concentrica 188874 KU904816 Amanita griselloides 2820041 MW775273
Amanita arctica 2014970 ONO059325 Amanita congolensis 1004518 MK327255 Amanita griseocaerulea 2954326 ON994667
Amanita arenaria 676151 GQ925388 Amanita conicoverrucosa 226592 AY194972 Amanita griseofarinosa 223911  MH508374
Amanita arenarioides 2820043 MW?775309 Amanita constricta 225430 MK580747 Amanita griseofolia 576577 MW192459
Amanita arenicola 874262 KU985210 Amanita coryli 2610873 0OM273377 Amanita griseofusca 2301203 MH241057
Amanita areolata 267472 AB167727 Amanita craseoderma 1291138  KC155382 Amanita griseopantherina 262246 OR766046
Amanita argentea 2610871 ON922911 Amanita crenulata 1004481 MK167208 Amanita griseoturcosa 267473 AB167728
Amanita arkansana 1262670 0OM987376 Amanita cretaceaverruca 2972978  0P235485 Amanita griseoumbonata 2303095 MH508389
Amanita armillariiformis 2970140 HQ625012 Amanita crocea 262261 MF278767 Amanita griseoverrucosa 262262 Fl441044
Amanita arocheae 235524  MG926558 Amanita curtipes 258490 PP680674 Amanita groenlandica 2014973  KX834241
Amanita aspericeps 2303071 MH508255 Amanita cyanochlorinosma 2479930 MK064187 Amanita guyanensis 2479932 MKO064193
Amanita asteropus 1968644  KY274813 Amanita cylindrispora 235527 MT356997 Amanita gymnopus 1621049 MH508393
Amanita atkinsoniana 1004473 MW899480 Amanita daucipes 1004482  OP743556 Amanita hamadae 2303096 MH508395
Amanita atrobrunnea 1824567  KY747455 Amanita decipiens 2811194 MWS589095 Amanita harkoneniana 2591481 MK570923
Amanita atrofusca 262241 AY436446 Amanita detersa 2303087 MH508328 Amanita heishidingensis 1415364  KC429051
Amanita augusta 1236747  JX515564 Amanita diemii 1965122  KY462705 Amanita hemibapha 67743 Fl441038
Amanita aureofloccosa 2607670 ON695871 Amanita digitosa 3082948 OR725117 Amanita herculis 3068928 OR501895
Amanita australis 700565  GU222314 Amanita djarilmari 1982020 KU057382 Amanita hesleri 1004502 MT036486
Amanita austroviridis 1229395  JX398324 Amanita domingensis 2801441 0OP028514 Amanita heterochroma 3141181  PP696889
Amanita avellaneosquamosa 67693 MH508258 Amanita drummondii 1628811  KF859754 Amanita hiltonii 2729196 MT365223
Amanita badia 2986848 0OP663323 Amanita dryophila 2014972  ON954752 Amanita huijsmanii 2610875 MW426546
Amanita ballerina 1978193 MWO029919 Amanita echinulata 2733428 MT446255 Amanita hunanensis 1729787  KU714581
Amanita basiana 1588741  KP258986 Amanita egregia 1004484  KU714563 Amanita ibotengutake 188935 AB211054
Amanita basii 1262671 MW857546 Amanita eijii 576576 FJ441039 Amanita imazekii 118142 KT779090
Amanita basiorubra 1453772  KF803245 Amanita elata 1621061 OR229914 Amanita incarnatifolia 67714 KU714561
Amanita battarrae 1638308 MK580788 Amanita electra 2611046  MN490646 Amanita intermedia 2600627 MW589076
Amanita beckeri 1032528 ON287053 Amanita eliae 1032529 ORO015876 Amanita inzengae 3162776  PP907077
Amanita betulae 2610872 MN490668 Amanita elliptica 2303088 MH508336 Amanita jacksonii 87329 MZ668036
Amanita bingensis 2733427 MZ345346 Amanita elongata 2303089 MN992294 Amanita japonica 67715 AB015684
Amanita bisporigera 87325 EU819411 Amanita emodotrygon 1902620 MF489728 Amanita javanica 552858 ONO059326
Amanita breckonii 1477852 KJ535439 Amanita esculenta 262242 KP004947 Amanita junquillea 2681214 MW589077
Amanita brunneitoxicaria 1978194 MH793561 Amanita eucalypti 1837098 0Q200140 Amanita kalamundae 1705360  KP898379
Amanita brunneofuliginea 67694 MH508270 Amanita excelsa 67703 MW258872 Amanita kalasinensis 2974062 OMO040562
Amanita brunneola 2972980  0OP235499 Amanita exilis 2855729  MZ508449 Amanita karea 2761461 MT863765
Amanita brunneolimbata 2303073 MH508273 Amanita exitialis 262245 1X998027 Amanita kitamagotake 2040641 MN919348
Amanita brunneolocularis 699465 FJ890033 Amanita farinosa 67704 FJ441036 Amanita konajensis 2795595  OR473059
Amanita brunneomaculata 2303074 MH508280 Amanita fense 2802024 MT108788 Amanita kotohiraensis 578074  MK388155
Amanita brunneoprocera 2019491 MF461573 Amanita fibrillopes 1229397  JX398314 Amanita lactea 3132125  PP892757
Amanita brunneosquamata 2019492 MF461582 Amanita flammeola 1156803 MF461585 Amanita lanigera 2303098 PP768065
Amanita brunneostrobilipes 2303075 MH508282 Amanita flavella 3018987 0Q200141 Amanita lanivolva 1691414  KT354671
Amanita brunneoumbonata 2019493  MF461579 Amanita flavidocerea 2019496 MF461578 Amanita lavendula 235526  MK580744
Amanita brunnescens 87326 MK580732 Amanita flavidogrisea 2019497 MF461574 Amanita lepiotoides 2615137 MN497357
Amanita bweyeyensis 2591480 MK570919 Amanita flavipes 67705 KF245912 Amanita lesueurii 1229392 JX398315
Amanita cacaina 3028195 ON768707 Amanita flavoconia 71931 EU819463 Amanita levistriata 1656275  KU248113
Amanita caesarea 67695 KU714579 Amanita flavofloccosa 2303090 MH508352 Amanita lignitincta 67716 FJ441045
Amanita caesareoides 1243991 ONO059316 Amanita flavopantherina 2303091 ON131735 Amanita lippiae 1588743  KP258991
Amanita calida 2878721  0OK316926 Amanita flavorubens 1004486 OR506120 Amanita liquii 262247  MH508427
Amanita calyptratoides 1262675  KP258994 Amanita flavorubescens 87327 GQ166902 Amanita lividopallescens 2014974 MH603609
Amanita calyptroderma 1194922  MKS580737 Amanita flavosquamosa 2303092 ONO059324 Amanita longipes 596274 FJ596833
Amanita canescens 2517780 MK461188 Amanita foetidissima 2488683 MK116537 Amanita longistriata 67717 KJ739812
Amanita caojizong 2303076 MH508287 Amanita franchetii 87328 JX515561 Amanita loosei 1260096  OP082440
Amanita carneiphylla 1229396  JX398325 Amanita franzii 2303093 MWO036452 Amanita luteolovelata 1004504 MK415847
Amanita castanea 1938718  KU904823 Amanita friabilis 1004475 MH248266 Amanita luteoparva 2019499 MF461575
Amanita ceciliae 67696 0K299148 Amanita fritillaria 67706 ON010560 Amanita macrocarpa 1352050  KY747471
Amanita cerris 3118364  PP258972 Amanita frostiana 67707 0L741520 Amanita madagascariensis 2955310 ON843333
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Amanita mafingensis 1156804  JQ512089 Amanita parvifritillaria 2303112 ON768701 Amanita smithiana 1004520  KY606983
Amanita magnivelaris 248095 0OP643379 Amanita parvigrisea 2952545 ON768716 Amanita solaniolens 1001054 MK580791
Amanita magniverrucata 80575 KR919765 Amanita parvipantherina 262253 KF650998 Amanita solitaria 67729 MH603602
Amanita magnivolvata 2019500 MF461570 Amanita peckiana 71932 MW464411 Amanita spadicea 2610879 0OP663324
Amanita mairei 2014976  MN490682 Amanita pekeoides 2761465 MT863761 Amanita spissa 103545 MW589090
Amanita malleata 2014977 MN545697 Amanita pelioma 1004510 OR945128 Amanita spissacea 78359 KM052552
Amanita mallee 2972979  0P235475 Amanita peltigera 2695030 MN894311 Amanita sponsa 3024587 0Q357630
Amanita manginiana 67718 KT779083 Amanita persicina 1662139  PP850626 Amanita spreta 1262681 MK900625
Amanita manicata 940657 HQ625014 Amanita phalloides 67723 KX449212 Amanita squarrosipes 2303139 MH508613
Amanita mansehraensis 2231777 MT445430 Amanita pinophila 2303114 MH508505 Amanita stranella 596281 FJ596814
Amanita mappa 2493756 MN257614 Amanita pleropus 235535 AY325823 Amanita strobiliformis 67730 MZz005547
Amanita marinae 3022902 0Q310901 Amanita polypyramis 1004511  PP156188 Amanita suballiacea 500611 KJ466419
Amanita mamorata 235529 MG252696 Amanita ponderosa 258489 AY486234 Amanita suberis 2974053  PP469622
Amanita masasiensis 1156805  JQ512090 Amanita populiphila 1004512  KU985228 Amanita subfrostiana 67731 KF651010
Amanita melleialba 1821586 ON131736 Amanita porphyria 78358 MK580674 Amanita subfuliginea 1506952 MNO061276
Amanita melleiceps 78362 KMO052539 Amanita praeclara 2321192 MH806862 Amanita subglobosa 67732 KX810031
Amanita meridioceciliae 3080063 OR652332 Amanita praelongispora 1004513  MK580762 Amanita subhemibapha 2303140 PQO62265
Amanita merxmuelleri 1965123  KY462291 Amanita prairiicola 940658  HQ625015 Amanita subjunquillea 67733 FJ176733
Amanita miculifera 2303101 MH508434 Amanita preissii 1925421 JX398317 Amanita submaculata 2072937 PP977140
Amanita millsii 1982019  KY977714 Amanita princeps 552863 MW403852 Amanita submelleialba 2831105 MZ045687
Amanita minima 2733444 MT446261 Amanita protecta 1579108  KP224326 Amanita submembranacea 619305 KM658295
Amanita minutisquama 2303102 MH508435 Amanita proxima 1004514 MH603601 Amanita suborientifulva 2019501 MF461584
Amanita mira 67719 MH508437 Amanita pruittii 941433 KM096565 Amanita subovalispora 2019502 MF461580
Amanita modesta 1506948  KT894851 Amanita pseudoarenaria 2820044 MW775311 Amanita subpallidorosea 1660029 KP691676
Amanita molliuscula 1506954 MNO061272 Amanita pseudoargentea 3132126  PP476815 Amanita subparvipantherina 1660236 MG030644
Amanita morenoi 1965124  KY462557 Amanita pseudoffritillaria 2950480 ON768702 Amanita supravolvata 1588744 MN490647
Amanita morrisii 1590092  KR919760 Amanita pseudogemmata 262257  0Q983890 Amanita sychnopyramis 78363 MH508633
Amanita mortenii 1756904  KT317711 Amanita pseudoinculta 683165  GQ925389 Amanita taiepa 700566  MT863755
Amanita multisquamosa 1004505 MK560090 Amanita pseudopantherina 2303116  PP549977 Amanita tanzanica 1156807  JF710838
Amanita mumura 2761462 MT863748 Amanita pseudoporphyria 67725 F1441046 Amanita tenuifulva 2303141 MH508635
Amanita murrilliana 1262677 MK569745 Amanita pseudoprinceps 2303117 PQ062259 Amanita thiersii 235537  ON256802
Amanita muscaria 41956 AB015700 Amanita pseudosculpta 2952645 OP106386 Amanita timida 2303142 MH508636
Amanita mutabilis 1004508 MK580717 Amanita pseudosychnopyramis 1821588 0M510279 Amanita torrendii 683164  GQ925387
Amanita nana 3056481 OR434193 Amanita pseudovaginata 67726 F1441042 Amanita tuza 1911238  KT874956
Amanita nauseosa 226595  HQ625013 Amanita punctata 226597 AB015693 Amanita umbrinolutea 67735 0M970906
Amanita nehuta 1962286 MT863749 Amanita pupatju 2820046  JX398329 Amanita vaginata 67736 DQ974691
Amanita neocinctipes 2303103 MH508443 Amanita pyramidata 2303118 MH508535 Amanita validiuscula 2972981 0OP235502
Amanita neoovoidea 223910 KX270315 Amanita pyramidifera 226598 AY194979 Amanita variicolor 1507764  KP711844
Amanita nigrescens 1962288 MT863754 Amanita quenda 1601845  KP137063 Amanita velatipes 2303143 MK564535
Amanita nothofagi 2761463 MT863759 Amanita radiata 2086342 MT071958 Amanita veldiei 2321195 MH836565
Amanita nouhrae 1965125 MH930242 Amanita ravenelii 2303119 OP743683 Amanita velosa 315260 MT551941
Amanita novinupta 405908 DQ974690 Amanita ravicrocina 2906732 OMO040567 Amanita verna 112270  OM451533
Amanita oberwinklerana 578075 FJ176724 Amanita regalis 188873 MW553145 Amanita vernicoccora 1055356  KY655747
Amanita oberwinkleriana 3049723  OR058509 Amanita reidii 235536  AY325824 Amanita verrucosivolva 67737  MW192485
Amanita oblongospora 1055977  JF907762 Amanita retenta 2303120 MH508541 Amanita vestita 1415362  KC429048
Amanita ochracea 2303104 KU714564 Amanita rhacopus 1507762  KY655763 Amanita vidua 2913269 OR293358
Amanita ochrophylla 226596 AY194977 Amanita rhopalopus 87331 MK571178 Amanita virgineoides 67738 FJ441032
Amanita ochroterrea 1456998  KF815735 Amanita rimosa 580330 JX998018 Amanita virginiana 1262682 MK580719
Amanita ocreata 235532 GQ486874 Amanita ristichii 1004517  JX844737 Amanita virosa 78357 AB015676
Amanita oleosa 683163  GQ925399 Amanita roanokensis 1962199  OR825556 Amanita virosiformis 2541715 MK580779
Amanita olivaceobrunnea 2153249 MH166780 Amanita robusta 2733430 MT829161 Amanita viscidolutea 2771316  MWO000471
Amanita olivaceofusca 2303105 MH508456 Amanita roseolamellata 226599 KP866164 Amanita vittadinii 1004525 MH603603
Amanita olivaceogrisea 1756905 MH248267 Amanita roseolifolia 2303121 MH508548 Amanita vladimirii 2785055 MW208927
Amanita olivovaginata 2983845 MF489722 Amanita roseotincta 1368465  PP526046 Amanita volvata 67739 MT345230
Amanita onusta 1004509 MZ668200 Amanita rubescens 71933 EU819464 Amanita wadjukiorum 1390192  KF258722
Amanita oreina 3068721 ORA419842 Amanita rubiginosa 2303123 MH508565 Amanita wadulawitu 1246612  JX398328
Amanita orienticrocea 2303106 0Q553810 Amanita rubroflava 2303124 MH508566 Amanita walpolei 1456999  KF815736
Amanita orientifulva 262250 FJ441035 Amanita rubromarginata 1262680 PQ062262 Amanita wellsii 1004526  KU248115
Amanita orientigemmata 262251  ON131764 Amanita rubrovolvata 67727 ONO059317 Amanita westii 1004527 0OP163232
Amanita orsonii 1812971  KX270327 Amanita rufobrunnescens 1811828 ON971238 Amanita xanthocephala 226601  MT571657
Amanita ovalispora 576578 FJ441041 Amanita rufoferruginea 1816455  KU497532 Amanita xerocybe 1291139 KT724071
Amanita ovoidea 2035817 MH603605 Amanita sabulicola 2716916  MT180988 Amanita xylinivolva 699468  ON134034
Amanita pachycolea 80576 KT874953 Amanita sabulosa 2820042  KF859749 Amanita yangii 2950479 ON768743
Amanita pachyvolvata 2610876 MN490701 Amanita sculpta 654434  ON768719 Amanita yanshanensis 3144888 PP768066
Amanita pakistanica 1906111  KX061525 Amanita sepiacea 262258 MW258870 Amanita yenii 2303144 MH508652
Amanita pallidocarnea 2303107 MH508482 Amanita shennongjiana 2303125 MH508590 Amanita yuaniana 67740 KU714560
Amanita pallidorosea 1324310  KJ466382 Amanita siamensis 2303126 ON131776 Amanita zambiana 1004528  JX844751
Amanita pallidoverruca 2915010 OM509734 Amanita silvicola 80577 GQ250408 Amanita zangii 1506958  KY747470
Amanita pallidozonata 2303109 MH508486 Amanita silvifuga 940659 HQ625016 Amanita zonata 2303145 ON794400
Amanita paludosa 2135321 MW526935 Amanita similis 1156806  KU714573 Lepiota venenata 2136145 MK095189
Amanita pantherina 67721 AB096044 Amanita simulans 2014969  KX834253 Limacella glioderma 67741 MK412398
Amanita pantherinoides 2291733 OM212972 Amanita sinensis 67728 KY747458 Limacella glischra 56179 KT168211
Amanita parcivolvata 1590093 MK580721 Amanita singeri 1004519 MK461186
Amanita parva 3127508  PP436690 Amanita sinicoflava 545494 K1638257
Amanita parvicurta 2303111 MH508490 Amanita sinocitrina 2303127 MN622709
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K2 FPIYBMFSDEDOTIY EUVTRWET S BB

B5RE DT U OTUT = RS
a-amanitin QPN ZF>OATPRTIFR IWGIGCNP
B-amanitin  BFY=FLIAFARIFR IWGIGCDP
amanexitide  amanexitide 177 RTJF R VFSLPVFFP
phallecidin phallecidin 7T F R AWLVDCP
phalloidin J70O4>>aA7RTFR AWLATCP
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R3. AARTHELET>IFTBY TV —E

F4& & $REWh $RERH Identity of rRNA (%)  Identity of rpb2 (%)
Amanita ibotengutake ARF>DI heHH 2011.10.12 - 99.68%
Amanita lanigera - hEHH 2012.9.29 99.03% 99.83%
Amanita orientigemmata DRFF>I9T heHH 2012.9.30 99.72% 99.84%
Amanita neoovoidea >OF>2050 NEFT 2012.10.3 - 98.77%
Amanita pallidorosea TR ROYVILS T ALIRFIAZLL 2023.8.19 100% 100%
Amanita molliuscula - ALIRFAZIL 2023.9.23 100% 99.81%
Amanita oberwinklerana ZAAROVILE T HET 2024.6.30 - 100%
Amanita orienticrocea BRIV R 2024.6.30 99.38% 99.85%
Amanita spissacea ANEF/OERF HET 2024.6.30 99.66% 99.66%
Amanita satotamagotake YRITEY =R 2024.7.28 99.67%" 100%
Amanita flavipes b e R 2024.7.28 - 100%
Amanita muscaria RIFDEYT ¥ 2024.7.28 100% 98.56%
Amanita caesareoides AR5 =il 2024.9.7 100% 100%
Amanita regalis ADF DT I=Rull] 2024.9.7 100% N.A.
Amanita sepiacea FIOHTE RS =t 2024.9.17 100% 100%
Amanita sphaerobulbosa AITOAZZT FERIEIL 2024.9.26 N.A.* 100%
Amanita virosa ROVILE L E=mnil] 2024.9.30 100% 99.84%
Amanita citrina AIRAT 055 E=Rulil] 2024.9.30 - 99.37%
Amanita porphyria aAF>205%4 E=Rmulil] 2024.9.30 99.53% 100%
Amanita pseudoporphyria IO RTE ) 2024.10.3 - 99.20%
Amanita virgineoides SOAZST & 2024.10.3 - 100%
Amanita longistriata ARAFTDEFTERF w5 2024.10.4 100% -
Amanita imazekii VRIS =mulil] 2024.10.7 100% -
Amanita sychnopyramis FIOITHIIS N= 2024.11.1 99.79% 98.31%

"B NI EIRTITDRNAEIIER—TH D, ETHYIFITELTERINTVDH,
ZZTERAINT ST OrRNAELY EDHEEEZRY

*NCBIF —ANR— R CEEFIDEHFR L
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K4, 0S5 ITSERFIDONCBI BLASTIREFER

Scientific Name Max Score Total Score Query Cover E value Per. Ident Acc. Len Accession

Amanita sp. 1127 1127 100% 0 100.00% 693 OR058499.1
Amanita pantherina 1127 1127 100% 0 100.00% 619 LC832100.1
Amanita subglobosa 1127 1127 100% 0 100.00% 655 PQ855800.1
Amanita subglobosa 1127 1127 100% 0 100.00% 723 KX810031.1
Amanita pantherina 1127 1127 100% 0 100.00% 671 MW554376.1
Amanita subglobosa 1127 1127 100% 0 100.00% 715 ONO059314.1
Amanita pantherina 1127 1127 100% 0 100.00% 674 0Q430774.1
Amanita pantherina 1127 1127 100% 0 100.00% 703 AB096044.1

Amanita sp. 1127 1127 100% 0 100.00% 673 OR058500.1
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R5. BATYVITCHBITBS—IIAVU— RoifHE

U—R%g reads 1 reads 2 reads 3' reads 3 reads 4' reads 4

o = = = =l bl AR reads 2 /N5 b0 0| s reads 3 K505
AN—23d-)L FHMOIS—ETE S RO RUFPH I A S RUT5 ) ISR NOFUT buAEE%UT&“JAEa;EU—B

step (dorado duplex) # (dorado correct) # HRU— R U— iR e U—R ER
U—R# 2,398,366 1,037,519 1,328 1,036,191 68,909 967,282
~—&) s 33,422,856,116  21,234,493,332 22,382,259 21,212,111,073 1,286,335,346  19,925,775,727
BMEEER 5 2 226 2 266 2
THEER 13,935.70 20,466.60 16,854.10 20,471.20 18,667.20 20,599.80
BARER 1,196,182 156,474 99,422 156,474 129,944 156,474
sy 3,374 9,088 5,188 9,098 8,565 9,139
BeFlR : RoiE 8,714 15,854 6,583 15,861 14,588 15,958
75}5_3752‘%;4» 19,130 27,434 24,813 27,436 24,595 27,666
N50 25,880 28,345 33,806 28,340 24,771 28,587
NSO0DELFIER 57,864 48,488 224 48,473 12,547 47,672
GC(%) 44.4 46.44 40.79 46.44 48.97 46.28
2U—RHEIE (%) 100 43.3 0.1 43.2 2.9 40.3
2AFEHEE (%) 100 63.5 0.1 63.5 3.8 59.6

XU—FAICEALTIIMEER
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&6. PromethIOND245' ) AS—DI D RICLDTPE>ITUEBUSCOIE

dorado duplex

N—=RXO—5— dorado duplex dorado duplex +
dorado correct

7e2I3 Flye NECAT PECAT
55
22T 108 459 90
Xprimary
PIEEER 79,160,358 69,843,935 52,450,547
RIIEER 532 6,994 6,944
TOERER 172,462.70 776,043.70 953,646.30
RAIEER 4,258,084 5,547,760 5,549,241
N50 342,400 1,456,692 3,792,753
N50 O>F+ J# 63 13 6
GC(%) 46.82 46.44 47.31

fungi_odbl bacteria_odb1l fungi_odbl bacteria_odbl fungi_odbl bacteria_odb1l

BUSCO database 0 0 0 0 0 0
Complete BUSCOs (%) 99.40% 98.40% 99.20% 97.60% 99.40% 97.60%
Complete and single-copy BUSCOs (%) 68.50% 8.10% 69.00% 96.00% 83.00% 59.70%
Complete and duplicated BUSCOs (%) 30.90% 90.30% 30.20% 1.60% 16.40% 37.90%
Fragmented BUSCOs (%) 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 1.60%
Missing BUSCOs (%) 0.60% 1.60% 0.80% 2.40% 16.40% 0.80%

Total BUSCO groups searched (n) 758 124 758 124 758 124

XPECATTESBNSB2DNDI>FT I I 7 )L [primary.fastal [lalternate.fastal MW, [ primary.fasta | Z{ER U TREF L.
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R7. T4 IWFVUSITU—RZRAVEZZE> I VUEREBUSCORTT

dorado duplex

dorado duplex

dorado duplex

NR—=RI-)L +
B _ dorado correct
U— RER HHER FIIGT FIIT
7E2IS hybracter Flye PECAT
20
num_seqs 24 356
primary
sum_len 10,298,663 57,876,654 44,265,375
min_len 1,801 1,173 41,995
avg_len 429,111 162,574.90 2,213,268.80
max_len 3,226,132 2,052,353 9,294,163
sum_gap 0 0 0
N50 936,362 404,489 3,808,859
N50_num 3 41 5
GC(%) 49.84 46.19 46.4

BUSCO database

fungi_odb10 bacteria_odb10

fungi_odb10 bacteria_odb10

fungi_odb10 bacteria_odb10 agaricales_odb10

Complete BUSCOs (%) 5.90% 99.20% 99.40% 5.60% 99.60% 5.60% 95.40%
Complete and single-copy BUSCOs (%) 1.70% 21.00% 88.30% 5.60% 84.60% 5.60% 81.90%
Complete and duplicated BUSCOs (%) 4.20% 78.20% 11.10% 0.00% 15.00% 0.00% 13.50%

Fragmented BUSCOs (%) 1.80% 0.80% 0.00% 18.50% 0.00% 17.70% 0.40%
Missing BUSCOs (%) 92.30% 0.00% 0.60% 75.90% 0.40% 76.70% 4.20%
Total BUSCO groups searched (n) 758 124 758 124 758 124 3870
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R8. TV TRDEGFRNECET BmXFEIITE

No. ik FREEETF R i 3|
B> —Seq L rDNADITSAEIHDBLASTARZR C L B LR "
ITS. mtDNA Amanita B ] (858
=»BLAST White et al, 1990, PCR protocol
GPD
EMEPCR (glyceraldehyde-3- . ) ) e e
A. phalloides Kotlowski et al, 2007, J Food Biochem IR—Z R
635bp phosphate
dehydrogenase)
SYBR-Real- - . ) )
) BIELF A. phalloides Epis et al, 2009, Mycologia 157
time PCR
4 DNA7 LA ITS Amanita species Harper et al, 2011, ] Forensic Sci KE
E4PCR A. Phalloides & Gausterer et al, 2014, Forensic Sci Int
5 ITS A—-AKUT
204bp EESE3E Genet
RCA. . o
6 o AMA A. phalloideae & He et al, 2019, FoodChem t[E
EMPCR
7 LAMP ITS A.citrinoannulata Gao et al, 2022, FoodChem-Oxf FE
TagMan-
8 Real-time ITS 10fEm#@EBAmanita & Zhao et al. 2023, LWT FE
PCR
EMEPCR Y- —_TIFR ) Parnmen et al, 2023, Trends in
9 Amanita i@ ) St
300bp MSDINB&C7! Sciences
TagMan-
10 Real-time ITS A. Phalloideae &f Duan et al, 2024, Front Microbiol FE
PCR
SYBR-Real- AMA1 o Hoa et al, 2024, Vietnam Journal of
11 . o AmanitinFE4EE D NhFA
time PCR (a-amanitin) Food Control
TagMan-
12 Real-time ITS A. exitialis Zhang et al, 2024, Food Chem FE
PCR
DNA- ) Xing RR et al. 2024. Appl Microbiol
13 ) ITS. RPB2 Amanita /& ) FE
Barcoding Biotechnol.
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M1 M2 1 2 3 4

10 kb p oy -
1 kb p —

- |
100 bp py s - »

1. 7O 9TROFRENSHMURLS ) ADNADOT HO—R Y )V ESIKE

it U7zs’ ) ADNAZ1% 7 H0—R )L TESUAE UTZ. 1: Amanita molliuscula (F1&$&L)
2: Amanita orienticrocea (7 J=R\YVILS4r) |, 3: Amanita cf. neoovoidea (S 0OF>727%57%) ,

4: Amanita cf. sphaerobulbosa (F<X<0OA—-%%) , M1: 100 bp Ladder, M2: 1 kb Ladder
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A

5'

\ BLAST_TSN (Target-Specific Nucleotide)
/ ‘ https://github.com/NIHS-DNFI/BLAST_TSN

.

@ R2)ILWY4S%4rRNA-sequence.fasta (695 base)
3’

T
25 mer

EMEEFERFINT25mer® 1bp-sliding window(CBis & £/ (25167 1EFILERE)

BLAST e-value: le-4
Negative
= [ e X D @
‘I'b 443%&

ROYISIBRNETIREE UTHL

k27w & r RNARELIESS
« 695 bp >

ssU ITS1 5.85 rRNA ITS2 LSU

E2. BLAST_TSNICKDRE=NEZ ROVILF TSR NES

A) ROV TAFENBCIIME A+ — AZBLAST_TSNTIEE., ROJLYSIrRNADERFETINS
25mer x 671FBDEAIZERML. 44318D U)LY S TLIMDAManitaEE D ZDrRNAE(EF A
(CAEEMEOAR ECHIZBLAST (C K DR T TEL IS a> kbt Uiz,

B)BLAST_TSNICK DEE=NZ ROWVILITHIRNEDS 2. ROVILITRNABIGFESCT S5
A BUTSHERZIGVTRUZ, ROVILITHFENESS(FITS1 E(Z2782%), ITS2 E(C6ACHIDET33
BcHINREES=NTZ.
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Sect. Lepidella

Sect. Strobiformisae
Sect. Arenaire

FURTED
Sect. Validae

| BREATV IR
Sect. Phalloideae

X~ T XTED
Sect. Caesaereae

TR
Sect. Amanitae

Sect. Amarrendiae

AT AF = RTE

Sect. Roanokoensesae

Outgroup

A.amerivirosa_PP977127
A.virosa ABO15676
A.arocheae_MG926558
A.subpallidorosea_KPG91676
A.ocreata_GQ486874
A.pallidorosea KJ466382
A.bisporigera_EUB19411
A.rimosa_JX998018
Afuliginea_KJ466377
Asubfuliginea_MNOG1276

NOYIVIT

TIOIRI ROYIVI T

E3. 44417 >0 BH LU 3TESNBE
[C &k B FiE

NCBI&L DEWE UT=rRNABIZ FELDDES (C KD
RIFREERR (ER) . 8EFXTICTI590
BaEEMEUIEBRDXSE LT, &8 (section)
HRI, FRENIHRRCYS ) Lxmt L. BREE
ZEEUE22IERERT . ARSI T T4
EiDSB., ROVIVITDREDZIEKR.
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e e e M

g

aacaad]

E4. ROYIVIIikiziEE DrRNABLDETI DL

44458DF I FTBDFARIADFER, $5(C ROVILI T (CRGIR14TET > T FTTEDrRNA
EIDES EZE T SA A MaFRMUIZ, 28751 A2 MIERUEFATOED,

1: Amanita amerivirosa, 2: Amanita arocheae, 3: Amanita bisporigera,

4: Amanita decipiens, 5: Amanita fuliginea, 6: Amanita ocreata,

7: Amanita pallidorosea, 8: Amanita phalloides, 9: Amanita rimosa,

10: Amanita subfuliginea, 11: Amanita subjunquillea, 12: Amanita subpallidorosea,
13: Amanita verna, 14. Amanita vidua, 15: Amanita virosa.
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Amplification Curves

32785 [
29785/ S
26.785 o T
& 23785 ROWYILS T @
€ e wwwo—@
8 14785 /
211785 /
S 8785 /
T 5785 /
2.785] S
0215|™= e S e
5 10 15 20 25 30 35 40
Cycles
H>TILE Cqfl
9RIAF>205%45 -
aAF>05%5 -
FUOFTERTE -
IRRFTTE5T -
AEFJOERFE -
ROVILEZTD 15.85
ROVILZE@ 17.59

TR ROV L -
Amanita molliuscula -
JHRYILGL -
AT -
ARATIHFTERFE -
VAR IGT -
ARF>2T5GT -
RIZFITH5 -
ADFIET -
DRAFF2054 -
FIOETHIS -
2OAZHT -
A OAZHT -
—AA ROVILE T -
2OF7>05% -
720595 RSE -
Amanita lanigera -
SDW -

E5.U7IF A LAPCREZRBWE ROV T HRNEEFIREEDRIEHR

TOGTEF I D241DY ) MW ERREREROBER. NEF ROWYILE T Dy THERN RS
=Nz, BROYILIT D 2 8RR,
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( )

4 )

Raw reads

PECAT

INTOYAT=ER U
705
54 contig

52,450,547 bp

minimap2. coverm R d 3
EHILY S0 q
A>T« OEER eads
* Unmap ® minimap2
Rahnellal&%" / I3 LT
minimap2 / unmap Q&Y E>D
BH\Ly SO F 1 JITHL
Raw readsz<w £S5 Reads 4’ L map 68,909 redds
Reads 3" map 1,328 reads \
hybracter
hybracter BRISBVTE>TS

BRCBVWTTE> TS
‘ 3 contig
>chromosome00001

len=54066 circular=true
BR= MO RUTS ) LZAEE

12,398,366 reads Reads 1

Reads 2

BUSCO
Bacteria : 97.6%
Fungi : 99.4%

-

o\

Reads 4

|

Flye
Unmap @&7t>JIL

24 contig

BUSCO
Bacteria : 99.2%
Fungi : 5.9%

&

J

356 contig
57,876,654 bp

BUSCO

Bacteria : 5.6%
Fungi : 99.4%

[6. >—OI>RAU—ROAR—RIA=NWVE LTI IIWNFU O DAF—A

O>2JU—R3—OI>2ADEYU—RThDraw readsh's, = I RUTPSJ ABERD — R%E
BRIM L. IRICHIERS ) LABSRDY — REBRHN T DETOMERER T, = I RUTZHEEDOU—R(Z
RIRG ) KB (ICRRIN UTz. #IES ) ABRD) — ROSHEEUIEI> T« JE. FH/EBUSCOfE
ZHRUIE, Fle, %o leU— RTEBEUEI> T« JDBUSCOMEMN S (L. IS LABRY— RD
BAHERSHSNTE, BKFdDBUSCOMEEE Y ~UTZBUSCO iddd>5. statushicomplete(CHEEEN

BDEIGZERLTUVD,
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A 72994 contigs 205k B =:5%%contigs 20%

prinary primary
|| dg7 | g | dgd | cgl |clol7|cgld| cgé | cob |cigi2|cgtl| agd | 497 | g3 | g8 | dgl |dgi7|cgld| cgd | cgb |clgi2jcgii] ap

. L
= i - TymmE >
3 R N )
-4 : = |l
- S |
g g st I\
20 ;g
& 55 S - = | : Q
e = OV
K oot
2 L8 y: —g
s =L /£ ;m %
- 3 e =
i : 7 . &

E7. D-GENIESD%'J LALLBHER

AKARTEBEREINETOI950T7E>TU E BXEREDHD (A) IVEITH J I

(GenBank No. GCA_026075535.2) . (B) XRZF >4 44 (GenBank No.
GCA_000827485.1) o7tz>TJU%, D-GENIESZRAWTHR Uz, 204590 E8BI83
FIASRUCHFASND VAT EFHBRIENMEN o Teht. T2 05945 EEUT 059458
FUOITRBICHFESNBIR T2 I594 & (d. BUVHEEMNEZE L TLV,
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Leader Core Follower

Met-Ser-Asp-lle-Asn- - - - -Ile-Trp-Gly-Ile-Gly-Cys-Asn-Pro:Ser-Val-Gly-GIn-Asp- - - -
Amanitin precursor peptide
l POPB 12 &
Met-Ser-Asp-Ile-Asn- - - - Ile-Trp-Gly-Ile-Gly-Cys-Asn-Pro:Ser-Val-Gly-GIn-Asp- - - -
l POPB 712 &

Ser-Val-Gly-GIn-Asp- - - -

E8. PRZF>DESH

a-TRZF > OFBMANRTF Rs, BiRLa- 7Y ZF > DESKZ IR,
POPB (prolyl oligopeptidase B)/R&E(CKD ., PRZF > DFBMAT F RS 7 RTF R
oMt EN. COOAFRTF RMRIRIET B,
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	02（様式A8）別紙1）表紙
	02（様式A8）別紙2）目次
	02（様式A8）別紙3）総括研究報告書_鈴木（仮v6_修正反映
	分担1
	分担2
	分担3
	分担4
	分担5
	分担6
	分担7
	分担8
	分担9
	A．研究目的
	B．研究方法
	1. 毒きのこの毒成分一斉分析法１
	1.1 試薬・試液
	-アマニチン、ファロイジン（富士フイルム和光純薬（株）製）、-アマニチン、-アマニチン（Enzo Life Sciences社製）の4成分は、メタノールに溶解し100 g/mLの標準原液を調製した。これらを混合し、メタノールで希釈して10 g/mLの4種混合標準溶液を調製した。
	内部標準のバージニアマイシン B（Santa Cruz Biotechnology社製）は、メタノールに溶解し、200 g/mLの標準原液を調製した。これをメタノールにより希釈し、10 g/mLの内部標準溶液とした。
	10%トリクロロ酢酸（TCA）水溶液はナカライテスク（株）製又は富士フイルム和光純薬（株）製の特級試薬を用いて調製した。精製カートリッジは、Agilent Technologies 社製のCaptiva EMR-Lipid（3 mL, 300 mg）を使用した。
	検量線用標準溶液の希釈に用いた0.2%TCA含有60%メタノール水溶液は、10%TCA水溶液2 mL及びメタノール60 mLを量り採り、水で100 mLに定容して調製した。
	その他試験溶液の調製及びLC-MS/MS測定に用いた有機溶媒は、市販の残留農薬試験用又はLC-MS用を使用した。
	1.2 模擬試料
	試験室間共同試験の模擬調理試料として、Janssonらの報告1)に準拠してドクツルタケを含むきのこのシチューを調製した。ドクツルタケは、2023年10月に岐阜県内の山林で採取後、－20℃以下で冷凍してあったものを使用した。
	きのこのシチュー
	原材料：マッシュルーム770 g、シイタケ165 g、ヒラタケ110 g、ナメコ55 g、バター913 g、小麦粉36.3 g、生クリーム（乳脂肪分35%）462 mL、オリーブオイル5.5 mL
	調理法：弱火でバターを溶かし、小麦粉を入れ混ぜたところに、細切して冷凍したきのこを入れ、全体がしんなりとするまで10分くらい加熱した。生クリームを入れ、弱火で5分加熱しながら混ぜた。仕上げにオリーブオイルを加えた。これをフードプロセッサーにより粉砕均質化した。
	ドクツルタケ10本のうち3本についてα-アマニチンとファロイジンの含有と濃度を確認した（α-アマニチン濃度：365～425 mg/kg、ファロイジン濃度：169～348 mg/kg ）。この含有量を目安として、別途調製均質化したきのこシチュー950 gにドクツルタケを140 g加えて加熱、混和し、常温に戻してフードプロセッサーを用いて均一化した。
	1.3 装置及び測定条件
	試験室間共同試験に参加した11機関は、いずれもトリプル四重極型の高速液体クロマトグラフ-タンデム質量分析計（LC-MS/MS）を用いた。各機関の測定条件を表1-1に示した。
	1.4 試験溶液の調製
	毒きのこの毒成分一斉分析法１の試験溶液調製法の概略を、Scheme 1に示した。
	1.4.1 抽出
	試料5.0 gを50 mLのポリプロピレン（PP）製遠心沈殿管に量り採り、10%TCA水溶液10 mL及びメタノール10 mLを加えて2分間ホモジナイズした後、ホモジナイザーの刃をメタノールで洗い、さらにメタノールをPP製遠心沈殿管の50 mLの標線まで加えた。転倒混和後、常温、2,000×gで5分間遠心分離し、上清をメスフラスコに採り、メタノールを加えて正確に50 mLとした。
	1.4.2 精製
	1.5 定量
	10 g/mLの4種アマニタトキシン混合標準溶液を60%メタノール水溶液で10倍希釈した後、0.2%TCA含有60%メタノール水溶液により希釈して1-50 ng/mLの検量線用の標準溶液を調製した。内部標準溶液を共注入で使用する場合は、同様に10 g/mLの内部標準溶液を60%メタノール水溶液で10倍希釈した後、0.2%TCA含有60%メタノール水溶液により希釈して10 ng/mLの溶液を調製した。それぞれ5 L（機関Eは2 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...
	1.6 標準添加法による模擬試料の値付け
	あらかじめ絶対検量線法により求められた模擬試料中のα-アマニチンとファロイジンの濃度（x mg/kg）をもとに、試料中の添加濃度が0、0.5x、x、1.5x、2x、2.5x、3xと7濃度になるようにα-アマニチンとファロイジンを模擬試料に添加した。B.1.4 試験溶液の調製に従い抽出・精製し、LC-MS/MSにより分析した。毒成分の添加量に対するピーク面積をプロットしたデータを最小二乗法により直線回帰し、そのx切片から抽出液中の毒成分の濃度を求めた。また、x切片の標準偏差に係数として2.571を乗...
	1.7 均一性試験、安定性試験
	模擬試料をそれぞれ25 gずつ量り採り、24個のポリエチレン製容器に取り分けた。このうち6個の容器をランダムに選択し、1容器につき2本ずつ分析用試料を定量した。Thompsonらの報告2)に従い、F検定により均一性を確認した。
	試験室間共同試験の実施期間前後において、模擬試料のα-アマニチンとファロイジンを2併行で定量し、模擬試料に含まれる測定対象化合物の実施期間中の安定性を評価した。
	1.8 ブランク試験
	模擬試料の調製に用いたドクツルタケを加える前のきのこのシチューを、B.1.4 試験溶液の調製により抽出・精製し、LC-MS/MSにより分析して、妨害ピークの有無を確かめた。
	1.9 試験室間共同試験
	2. 毒きのこの毒成分一斉分析法２
	2.1 試料
	添加回収試験用に、シイタケ（生、市販品）を用いた。
	2.2 試薬・試液
	(+)-ムスカリン塩酸塩、イボテン酸はSigma-Aldrich社製の標準試薬を用いた。ムシモールはTronto Research Chemicals社製の標準試薬を用いた。l-プロパルギルグリシン及びl-アリルグリシンはCombi-Blocks社製の標準試薬を用いた。内部標準は東京化成工業（株）製のO-Methyl-d-tyrosine（MTY）を用いた。それぞれ、50%メタノール水溶液に溶解し500 g/mLの標準原液を調製した。このうち、ムスカリン塩酸塩、イボテン酸、ムシモール、l-プロ...
	抽出に用いた10%TCA水溶液は、ナカライテスク（株）製の特級試薬を用いて調製した。精製カートリッジは、Agilent Technologies社製のCaptiva EMR-Lipid（3 mL, 300 mg）を使用した。誘導体化に用いたほう酸緩衝液は、富士フイルム和光純薬（株）製のAPDSタグワコー用ほう酸緩衝液を用いた。誘導体化試薬溶液（AQC試薬アセトニトリル溶液（3 mg/mL））は、Waters社製のAccQ-TagTM Ultra Derivatization Kit付属のカルバミン...
	検量線用標準溶液の希釈に用いた2%TCA含有80%メタノール水溶液は、10%TCA水溶液20 mLにメタノールを加えて100 mLに定容して調製した。
	その他試験溶液の調製及びLC-MS/MS測定に用いた有機溶媒は、市販の残留農薬試験用又はLC-MS用を用いた。
	2.3 装置
	ホモジナイザーは、（株）マイクロテック・ニチオン製のヒスコトロンNS-51（ジェネレーターシャフトNS-10P（10.5 mmφ×140 mm））を用いた。アルミブロックヒーターは、Thermo Fisher Scientific社製のReacti-ThermoTM Heating Moduleを用いた。LC-MS/MS装置は、Sciex社製のExion LC AD-5500+ QTRAP Activated を用いた。
	2.4 LC-MS/MS測定条件
	きのこ毒5成分及び内部標準1成分の測定条件を表2-1及び2-2に示した。
	2.5 試験溶液の調製
	きのこの分析法２の試験溶液調製法の概略を、Scheme 2に示した。
	2.5.1 抽出
	試料5.0 gを50 mLのPP製遠心沈殿管に量り採り、10 g/mLの内部標準（MTY）溶液0.5 mLを添加し、混和後30分間静置した。10%TCA水溶液10 mL及びメタノール10 mLを加えて2分間ホモジナイズした後、ホモジナイザーの刃をメタノールで洗い、さらにメタノールをPP製遠心沈殿管の35 mLの標線まで加えた。常温、2,000×gで5分間遠心分離し、上清を50 mLメスフラスコに採った。遠心沈殿管の残渣にメタノールを15 mL加えて混和後、常温、2,000×gで5分間遠心分離し...
	2.5.2 精製
	抽出液を2 mL採り、遠心沈殿管（10-15 mL容）にセットした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。このカートリッジを別の遠心沈殿管にセットして、さらに抽出液1 mLを負荷し、同様に遠心分離して溶出液を採取した。
	2.5.3 誘導体化
	2 mLの不活性処理済みガラス製スクリューバイアルに、B.2.5.2 精製で得られた溶出液100 Lを 量り採り、ほう酸緩衝液300 Lを加えて混和後、さらにAQC試薬アセトニトリル溶液（3 mg/mL）100 Lを加えて混和した。スクリューキャップを閉めて密閉後、アルミブロックヒーターで55℃、10分間加熱した。室温に戻した後、水500 Lを入れて混和したものを試験溶液とした（0.01 g sample/mL）。
	2.6 定量
	検量線用標準溶液の調製のため、最初に以下の溶液を調製した。
	① 1 g/mL 5種きのこ毒混合標準溶液
	10 g/mL 5種きのこ毒混合標準溶液1 mL及び10%TCA 水溶液2 mLに、メタノールを加えて10 mLに定容した。（この溶液の組成は2％TCA含有75%メタノール水溶液となる。）
	② 0.1 g/mL 5種きのこ毒混合標準溶液
	①の1 g/mL 5種きのこ毒混合標準溶液を2%TCA含有80%メタノール水溶液で10倍希釈した。
	③ 1 g/mL 内部標準（MTY）溶液
	100 g/mL 内部標準（MTY）溶液を2%TCA含有80%メタノール水溶液で100倍希釈した。
	①又は②と③を混合し、2%TCA含有80%メタノール水溶液で希釈することにより、内部標準（MTY）100 ng/mLを含有する、0、10、20、50、100、200 ng/mLの5種きのこ毒混合標準溶液を調製した。これらの6溶液100 Lを2 mLの不活性処理済みガラス製スクリューバイアルにそれぞれ量り採り、B.2.5.3 誘導体化に従って誘導体化したものを検量線用標準溶液とした（0、1、2、5、10、20 ng/mL）。それぞれ5 LをLC-MS/MSに注入し、ムスカリン塩酸塩は絶対検量線に...
	2.7 添加回収試験による妥当性確認
	分析対象化合物を含まないことを確認したシイタケ5 gに、5種きのこ毒混合標準溶液（100と10 g/mLの2濃度）及び内部標準（MTY）溶液（10 g/mL）をそれぞれ0.5 mLずつ添加し、混和後30分間静置したものを添加試料とした（添加濃度：10及び1 mg/kg）。各濃度で2回併行5日間の添加回収試験を行い、B.2.6 定量で作成した検量線で定量した。一元配置の分散分析により真度（%）、併行精度（RSDr, %）及び室内精度（RSDWR, %）を求めて、厚生労働省の「食品中の残留農薬等...
	C．D．研究結果及び考察
	1. 毒きのこの毒成分一斉分析法１の試験室間共同試験による妥当性確認
	2. 毒きのこの毒成分一斉分析法２の単一試験室における妥当性確認
	E．結論
	わが国の毒きのこによる食中毒の原因究明に有用な分析法として開発した2つの分析法について妥当性確認を実施した。
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	特になし
	3. 行政関係者向け説明会
	1） 南谷臣昭：アマニタトキシンの化学と毒性、地方衛生研究所東海・北陸ブロック理化学部門専門家会議、岐阜市、2024年9月
	2） 南谷臣昭：汎用性の高い植物性自然毒の分析法の開発、地方衛生研究所北海道・東北・新潟ブロック専門家会議、山形市、2024年10月
	3） 竹内浩、南谷臣昭、谷口賢、有沢拓也、堀井裕子、中山恵理子、土屋小百合、林克弘、木村亜莉沙、竹田正美、三野真輝、海野明広、茅原田一、池谷実穂、宮城島利英、鈴木敏之、登田美桜、遠藤利加：有毒植物の模擬調理試料を用いた試験室間共同試験（アトロピン、スコポラミン）、第61回全国衛生化学技術協議会年会、堺市、2024年11月
	4） 竹内浩、南谷臣昭、遠藤利加：食中毒残品を想定した模擬調理試料中のアマニタトキシン類の定性・定量、令和6年度地方衛生研究所全国協議会東海・北陸支部衛生化学部会、四日市市、2025年2月
	4. 市民向け発表会
	特になし
	G．知的財産権の出願・登録状況
	H．参考文献
	1） Jansson, D, Fredriksson, S, Herrmann, A and Nilsson, C. Forensic Sci. Int., 221, 44-49 (2012)
	2） Thompson, M. and Wood, R. J. AOAC Int. 76, 924-940 (1993)
	3） Appendix D: Guidelines for Collaborative Study Procedures To Validate Characteristics of a Method of Analysis, AOAC Int. (2002)
	4） 分析法の妥当性確認に関するガイドライン、農林水産省、令和元年10月
	5） 食品中に残留する農薬等に関する試験法の妥当性評価ガイドラインの一部改正について、厚生労働省医薬食品局食品安全部長通知（食安発1224第1号、平成22年12月24日）
	6） Garcia, J., Costa, V., Carvalho, A., Baptista, P., Pinho, P., Bastos, M. and Carvalho, F. Food Chem. Toxicol. 86, 41-55 (2015)
	7） Barbosa, I., Domingues, C. Ramos, F. and Barbosa R. J. Pharm. Biomed. Anal. 232, 115421 (2023)
	8） 大作晃一、吹春俊光、吹春公子 おいしいきのこ毒きのこハンディ図鑑、東京、主婦の友社、2016

	分担10
	A. 研究目的
	B. 研究方法
	子実体サンプル採取情報
	DNA抽出方法
	種推定
	テングタケ属ITS配列の収集と系統解析
	ドクツルタケの種特異的配列の探索
	ドクルツタケ特異的遺伝子検査法
	ロングリードシークエンス
	ミトコンドリア環状ゲノムの探索
	リードのフィルタリング
	既知毒性関連遺伝子の遺伝子座探索

	C. 研究結果
	１．植物性自然毒（きのこ）の鑑別に係る遺伝子検査法の検討
	１−１. リアルタイムPCR法によるドクツルタケ特異的遺伝子検査法の開発
	ゲノムDNA抽出および種の推定
	ドクツルタケの種特異的配列の探索と近縁種の推定
	リアルタイムPCR法によるドクツルタケ特異的遺伝子検査法の特異性確認試験

	１-２．テングタケのゲノムアセンブリ
	ITS領域の塩基配列による種推定
	ロングリードシークエンス
	ミトコンドリアゲノムの探索
	リードのフィルタリング
	PECATを用いたコンティグ構築
	既知のテングタケ毒性成分について

	D. 考察
	リアルタイムPCR法によるドクルツタケ特異的遺伝子検査法の開発
	国内テングタケ名の妥当性について
	他生物由来ゲノムリード除去について
	テングタケのドラフトゲノムについて
	アマトキシン類など毒性関連遺伝子について

	E．結論
	G．研究発表・業績
	H．知的財産権の出願・登録状況

	（様式A8）研究報告書_別紙4_仮



