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要 旨

２０２２年度の調査研究において、 LC-MS/MSを用いたキノ コ毒成分の機器分析体制を構築した。しかし 、 LC

-MS/MSでは、 検出困難な毒キノ コがあるこ と が分かったため、 本県で食中毒事例の多いツキヨ タケをはじ

め、 県内で採取された６種類の毒キノ コについて、 PCR法による遺伝子検査体制を確立した。

表１ プラ イマー

遺伝子検査を用いた自然毒分析法の検討

はじめに

毒キノ コの誤食による食中毒は、 全国的に毎年発

生している。 大分県でも 過去１０年で４件の食中毒事

例が確認されているが、 いずれも原因はツキヨ タケ

であった。 食中毒発生時は、 専門家によるキノ コ残

品の形態学的観察により 原因を推定しているが、 専

門家不足により 鑑別が難しく なっているう え、 キノ

コそのものが残っていない事例では原因の推定も出

来ないと いう 問題がある。 このため、２０２２年度には

LC-MS/MSを用いたキノ コ毒成分の機器分析体制

を構築し た１ ）。 し かし 、 LC-MS/MSでは、 検出困難

な毒キノ コがあるこ と が分かったため、 遺伝子検査

（ PCR法） を用いて同定できる体制が必要と 考え、

本研究に取り 組んだ。

材料及び方法

１ 材料

１．１ 試料及び試薬・ 標準品等

ツキヨ タ ケは、 西部保健所から 搬入さ れたも の

（ 祖母山及び男池で採取されたもの） を用いた。

添加回収用試料は、 市販のシイタケを用いた。 ツ

キヨ タケ以外の毒キノ コ （ ド ク ツルタケ、 テングタ

ケ、 ク サウラベニタケ、 カキシメ ジ） は、 大分きの

こ会会長村上康明氏（ 理学博士） の協力のも と 採取

したもの及び同氏より 提供を受けたものを用いた。

調理残品用のおでんは、 市販のおでんの素を使用

した。

ペプシンは、生化学用、ブタ胃粘膜由来（ 富士フィ

ルム和光純薬株式会社製） を用いた。

DNAテンプレ ート の調製は、 キレ ッ ク ス 樹脂

（ Chelex 100 Resin 200-400 Mesh Sodium Form

（ BioRad社製） ） 又はQIAGEN DNeasy Plant Mini

Kit（ QIAGEN社製） を用いた。

また、 TE（ pH８．０） 及び滅菌蒸留水はニッ ポン

ジーン社製、 ×１０Ex Taq Buffer、 dNTPm ix及びEX-

TaqHSはタ カラ バイ オ社製、２％アガロ ースゲルは

Thermo Fisher Scientific社製のプレキャスト ゲルを

用いた。

１．２ プライマー

表１ のと おり ２‐４ ）。

１．３ 装置

遠心分離機はhimac CT13R（ 日立工機） 、 サーマ

ルサイク ラーはBiometra TRIO４８（ Analytik Jena） 、

電気泳動装置はGel Doc GO Imaging System（ Bio-

Rad Laboratories） を用いた。

＊１ 大分県地域農業振興課

＊２ 大分県南部保健所
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表２ PCR反応液の組成

図１ ツキヨ タケの種特異的プラ イ マーによる PCR結果

２ 方法

２．１ 試料の前処理

他のキノ コ類の汚染のない使い捨てカミ ソ リ 等を

用いてキノ コを細断、 キノ コ片を調製し 、 DNAテ

ンプレート 調製用の試料と した。 模擬調理品は、 ツ

キヨ タケ１個を４ 等分し、 う ち３つを市販のおでんの

素に入れ、１０分間加熱して作製した。 また、 模擬調

理品中のツキヨ タケについて、 人工胃液（ 塩化ナト

リ ウム、 塩酸にペプシンを加えたもの） 中に３７℃で

０分、３０分、１時間、２時間、３時間浸した後、 水酸化

ナト リ ウムで中和した物を模擬吐物と した。

２．２ DNAテンプレート の調製

以下のいずれかの方法で調製した。

２．２．１ キレッ ク ス樹脂を用いた方法

試料２０～５０mgと キレッ ク ス樹脂を５％（ w/v） の

割合でTE（ pH８．０） に懸濁した溶液２００µLを混和し

た後、９９℃で１０分間加温し、１２，０００ rpmで５分間遠

心分離を行い、 その上清をDNAテンプレート と し

た。

２．２．２ QIAGEN DNeasy P lan t Min i Kitを用いた

方法

製品マニュアルに沿ってDNAテンプレート を調

製し た。 なお、 試料は２０～５０mgと し 、 最終のDNA

抽出溶液は１００µLのAE緩衝液を用いた。

２．３ PCR法による遺伝子検査

２．２で調製したDNAテンプレート 溶液を用いて表

２の組成でPCR反応液を作製した。

PCR反応条件は、 各種毒キノ コを検出する種特異

的プラ イ マーによ るPCR反応の場合、９５℃に３分間

保ち反応を開始させた後、９４℃３０秒間、６０℃１分間、

７２℃１ 分間を１サイ ク ルと し て、３５サイ ク ルのPCR

増幅を行った後、４℃で保存した。 また、 キノ コユ

ニバーサルプラ イ マーの場合は、９５℃に３分間保ち

反応を開始させた後、９５℃３０秒間、５５℃１分間、７２℃

１分間を１サイク ルと して、４０サイク ルのPCR増幅を

行った後、４℃で保存した。 増幅後の反応液は２％ア

ガロースゲルを用いて電気泳動し、 PCR産物の増幅

の有無を確認した。

結果

１ PCR法によるツキヨ タケの遺伝子検査

ツキヨ タケからQIAGEN DNeasy Plant Mini Kit及

びキレ ッ ク ス 樹脂を 用いて調製し たDNAテンプ

レート によるPCRを行った結果、 どちらの調製方法

においても図１のと おり 予想されるサイズである１００

bp付近に特異的な増幅を確認した。

２ PCR法によ る ツキヨ タ ケの模擬調理品及び模

擬吐物の遺伝子検査

模擬調理品（ 具材のダイコン、 牛すじ、 おでん汁

及びツキヨ タケ） 及び模擬吐物について、 QIAGEN

DNeasy Plant Mini Kitで調製したDNAテンプレート

による PCRを行った結果、 ツキヨ タケに特異的な増

幅を確認した。 （ 図２、３）
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図２ ツキヨ タケ模擬調理品の種特異的プラ イ マー

による PCR結果

図３ ツキヨ タケ模擬吐物の種特異的プラ イ マー

による PCR結果

図４ ド ク ツルタケ及びオオシロカラカサタケの

種特異的プラ イ マーによる PCR結果

図５ カキシメ ジのキノ コユニバーサルプラ イマー

による PCR結果

Ａ ： ２０２２年１０月２４日採取

Ｂ ： ２０２２年１０月１９日採取

Ｃ ： ２０２２年１０月２９日採取

３ PCR法によるその他の毒キノ コの遺伝子検査

３．１ ド ク ツルタケ、 オオシロカラカサタケ

LC-MS/MSでは毒成分の検出が困難であった１ ）

が、 PCR法では、 図４のと おり 、 いずれも 予想さ れ

るサイズである１００bp付近に増幅が確認さ れた。 な

お、DNAテンプレート はQIAGEN DNeasy Plant Mini

Kitによ り 調製した。

３．２ カキシメ ジ、 テングタケ

キレッ ク ス樹脂によ り DNAテンプレート を調製

し、 種特異的プラ イ マーによ るPCR反応を行った

が、 増幅を確認するこ と ができなかった。 キノ コユ

ニバーサルプライマーを用いたPCRでも増幅が確認

されなかったこ と から 、 試料由来のPCR反応の阻害

物質の存在が疑われた。

DNAテンプレート をTE緩衝液で３０倍に希釈した

と ころ、 キノ コユニバーサルプライマー及び種特異

的プライマーで明瞭な増幅が確認された。（ 図５、６）
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図６ カキシメ ジ及びテングダケの種特異的

プラ イ マーによる PCR結果

図７ ク サウラ ベニタケの種特異的プラ イマー

による PCR結果

Ａ ： ２０２２年９ 月２７日採取

Ｂ ： ２０２２年９ 月２８日採取

Ｃ ： ２０２２年１０月１１日採取

Ｄ： ２０２２年１０月８ 日採取

Ｅ ： ２０２２年１０月２４日採取

Ｆ ： ２０２２年９ 月２０日採取

３．３ ク サウラベニタケ

LC-MS/MSでは毒成分の検出が困難であった１ ）

が、採取日が異なる６個体について検査したと こ ろ、

１個体（ 個体Ｅ ） で予想さ れる サイ ズである１００bp

付近の位置に明瞭な増幅が確認された（ 図７） 。

また、 別の２個体（ 個体Ａ及びＦ ） については、

非常に薄いが予想される位置にPCR産物の増幅が確

認された。 一方で、 残り３個体（ 個体Ｂ 、 Ｃ及びＤ）

から 調製したDNAテンプレート では、 増幅が確認

されなかった。 なお、 DNAテンプレート はQIAGEN

DNeasy Plant Mini Kitによ り 調製しており 、 キノ コ

ユニバーサルプライマーを用いたPCRでは、 全ての

個体で明瞭な増幅を確認している。

考察

PCR法により 、 ツキヨ タケの種の同定を行う こ と

ができる体制が構築できた。 また、 ツキヨ タケを含

んだ模擬調理品や模擬吐物についても 、 PCR法によ

り ツキヨ タケの種の同定が行える こ と を確認でき

た。

また、 県内に生育し LC-MS/MSでの検出が困難

であったド クツルタケ、 オオシロカラカサタケ及び

ク サウラベニタケの種の同定も PCR法により 行う こ

と ができ、 より 幅広い危機管理体制が整備されたと

考える。

一方で、 クサウラベニタケについては、 PCR法で

検出可能な個体と そう でない個体が確認された。 国

内でク サウラベニタケと 称されてきたキノ コには少

なく と も３つの新種のク サウラ ベニタケ近縁種（ コ

ガタク サウラベニタケ、 ク サウラベニタケモド キ、

ニセク サウラベニタケ） が混ざっており 、 外見では

当該３種を判別できない５ ）６ ）こ と が近年明ら かと なっ

ているこ と から 、 県内で採取されたク サウラベニタ

ケについても 、 これらの近縁種が採取された可能性

が考えられる。
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