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要 旨

２０２３年度の調査研究にて、有毒キノコのPCR法による遺伝子検査体制を確立したが、一部キノコ種におい
て検査が困難な種があったため、キノコ共通プライマー（きのこユニバーサルプライマー）を用いて遺伝子
を増幅しその塩基配列をシークエンスにより解読することにより、キノコの種類を推定する手技について検
討した。

シークエンス等を活用した自然毒関連植物分析法の検討

はじめに

気候変動、人の動向変化及び動画による誤情報の
発信に伴い、自然毒とりわけ有毒キノコの喫食によ
る食中毒リスクが高まっている。令和４年度に機器
による有毒成分の一斉分析、令和５年度にPCR法に
よる種の同定を行ってきた。令和６年度はシークエ
ンスによる、形態学や症状から推定が難しい、ある
いは残品が少量しか回収できなかった場合の検査方
法を検討した。多様な食中毒の原因推定のための検
査法が増えることにより、保健所による迅速かつ正
確な食中毒の原因調査、及び県民への正確な情報提
供・注意喚起の一助となると考え、本件検討に取り
組んだ。

材料及び方法

1 材料

1.1 試料及び試薬

試料はツキヨタケ（西部保健所衛生課 提供）、
クサウラベニタケ、テングタケ及びドクツルタケ
（大分きのこ会 会長村上 康明 氏（理学博士）提供）
を使用した。

また種が明らかな食材として、市販されているエ
リンギ、シメジ及びエノキタケを使用した。想定さ
れる喫食残品（キノコ鍋）の作成のため、干しシイ
タケが封入されただしパック他調味料を使用した。

試料からの抽出はDNeasy Plant mini Kits(QIAGEN社)
を使用した。

遺伝子の増幅にはTaKaRa EX Taq HS（タカラバ
イオ社）、ニッポンジーン社の各種プライマー（表
１）を使用した。

遺伝子の増幅確認のためにinvitrogen E-Gel（2%
Agarose）（Thermo Fisher Scientific社）を使用した。

増幅産物の精製にMinElute PCR purification kit (
QIAGEN社）、BigDye XTerminator Purification Kit (
Thermo Fisher Scientific社)を使用した。

1.2 機器

遺伝子増幅のためにサーマルサイクラー(Bio-
metra TRIO 48(Analytik Jena社))を、塩基配列の解
読のためにシークエンサー(SeqStudio Genetic Ana-
lyzer(Thermo Fisher Scientific社))を使用した。

２ 方法

2.1 手順

検査手順の概要については図１のとおり。工程の
詳細については以下に示す。

2.1.1 抽出・精製工程

DNeasy Plant mini Kitsを使用し、図2のとおり抽
出・精製した。

2.1.2 増幅工程

TaKaRa EX Taq HS、ニッポンジーン社の各種プ
ライマーを使用し、表２の条件で増幅した。PCR産
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表１ 使用プライマー各種

表２ ＰＣＲ条件

物を図３のとおり精製した。

2.1.3 サイクルシークエンス及び精製工程

MinElute PCR purification kit、BigDye XTerminator
Purification Kitを使用し、表３及び図４の条件でサイ
クルシークエンス及び精製を行った。

3 結果

想定される喫食残品を含む各抽出液のきのこユニ
バーサルプライマーによる増幅をアガロース電気泳
動で確認したところ、一部を除き単一バンドで増幅
が確認された。（図５）

増幅産物のDNAテンプレートを用いてシークエ
ンスを行ったところ、想定される喫食残品を含むす
べての試料から塩基配列を読み取ることができた。

BLASTで塩基配列を検索したところ、ツキヨタ
ケ、エリンギ、シメジ、エノキタケ、クサウラベニ
タケの一部については単品及び調理残品のいずれか
らも、高い一致率で検索ができた。一方R5年度に
PCR法でクサウラベニタケと断定できなかったもの

について、イッポンシメジ属であるものの特定には
至らなかった。

４ 考察

目的のPCR産物と同じサイズかつ単一の遺伝子増
幅が確認できたため、図２、３及び表２の条件で抽出
及び遺伝子の増幅が可能と考えた。サイクルシーク
エンスにより塩基配列を確認することができたため
図４及び表３の条件でサイクルシークエンスが可能と
考えた。単一のキノコから抽出した試料およびキノ
コを複数種調理した試料から得られた塩基配列は、
BLAST検索が可能だったが、一部のクサウラベニ
タケについて、種の特定が困難であった。今回試料
として使用したクサウラベニタケは試料が僅少であ
り、機器による有毒成分の分析を行わなかったた
め、クサウラベニタケの毒性がないあるいは低い近
縁種であった可能性がある。当センターにはBLAST
の塩基配列データ登録も多い有毒種の持ち込みが想
定されるため、本検査法が有毒キノコ種による食中
毒の原因推定の一助となることが期待される。
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表３ シークエンス条件

図２ 抽出・精製工程

図１ 検査手順の概要
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図３ PCR後精製工程（精製①）

図４サイクルシークエンス後精製工程(精製②)

図５ アガロース電気泳動結果（きのこユニバーサルプライマー使用）
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