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研究成果の概要（和文）：　国内に自生するトリカブトの分子生物学的分析を行った。２倍体種（染色体数16）
は北海道、東北、北関東および関東以南の地理的４群に大別された。一方、多数の種に分類されている４倍体種
（同32）に種を特定できる変異はなかった。核DNAのITSには地域特異的配列が存在したので、DNA分析によるト
リカブトの大まかな自生地推定に有用と思われる。
　トリカブト塊根に含まれるアルカロイド主要４成分の構成およびその濃度について、トリカブトの種あるいは
調べた自生地土壌成分との間に相関はなかった。しかし有毒成分の構成あるいは無毒性については移植前後でそ
の特徴が変わらなかったので、遺伝的な支配を受けていると推測された。

研究成果の概要（英文）：The molecular biological analysis of Japanese aconites was carried out. 
Diploid species (2n=2x=16) were roughly classified into four geographical groups: Hokkaido, Tohoku, 
northern Kanto and the southern part of Japan. We could find no species-specific sequence that could
 identify the species in the tested tetraploid species (2n=4x=32). Since the geographical 
district-specific sequence was present in the ITS region of the nuclear DNA, the DNA analysis of 
aconites seems to be useful for the rough estimation of their habitat location.
The composition and concentrations of the four major alkaloids contained in the aconite tuberous 
roots did not correlate with either the aconite species or the data obtained from a general soil 
analysis in the examined habitats. However, it was hypothesized that the constitution of each toxic 
alkaloid or non-toxicity in individual aconites was genetically controlled, because these features 
were mostly unchanged before and after transplantation.

研究分野： 法医学
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１．研究開始当初の背景 
(1) トリカブトは北半球に分布する猛毒を
含む植物であり、日本国内でも山野に広く自
生し、一部の種は観賞用にも販売されている。
一方、生薬としての薬効を持つことから、漢
方製剤にも利用されている。主に北海道・東
北地方では、早春期に一部の山菜と間違えて
摂食した中毒事例が毎年のように発生して
いる。またその毒性の強さから自殺目的ある
いは殺人目的で利用されることもある。一般
にトリカブト中毒は、血液等に含まれる毒成
分（ジテルペン系アルカロイド主要４成分：
アコニチン、メサコニチン、ヒパコニチンお
よびジェサコニチン）を機器分析により検出
することで証明されてきた。当大学法医学教
室でもトリカブト中毒死亡者の司法解剖を
数例経験している。 
(2) 国内のトリカブト亜属（Aconite）は形
態学的特徴から少なくとも 30 種以上に分類
されているが、その同定は非常に難しいこと
が知られている。これまで遺伝子レベルの研
究は少なく、国内では、（主に関東以南の種
を対象とした）進化系統分類学的な比較
（Kita ら, 1995）のみであった。Matsuyama
と Nishi(2011）は、核 DNA の ITS（Internal 
Transcribed Spacer region）領域を対象と
してトリカブトを含む日本の４種類の毒草
を real-time PCR 法により分子生物学的に証
明する方法を開発し、トリカブトの同定が可
能であると報告した。しかし各種トリカブト
を分子生物学的に比較し、その特徴から種を
同定している報告はない。 
 
２．研究の目的 
トリカブト中毒は法医学的に重要な事例

をもたらすことがある。国内各地に多数の種
が自生しているが、特に採取や栽培に関する
規制はなく、容易に入手可能である。一方、
これらの種と毒物学的特徴との関連性につ
いては不明な点が多い。本研究では、 
(1) 各地に自生する多数のトリカブト種 DNA
配列を明らかにし、その多様性や種特異的な
特徴の存在を調べる. 
(2) DNA によるトリカブト草本の証明および
種の同定法を確立する。 
(3) 異なる種あるいは季節におけるトリカ
ブト草本（主に塊根）の毒成分の含有量と成
分比率を調べる。 
(4) 移植前後の毒成分を比較し、地域あるい
は土壌成分との関連性を調べる。 
(5) 遺伝学的検査と毒物学的分析を関連付
けた国産トリカブトの特性を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 材料は、全国各地に自生している草本を採
取し、さらに一部は提供された試料（主に乾
燥した葉）を対象とした。 
(1) 分子生物学的分析 
DNA を常法により葉から抽出し、核 DNA の

ITS 配列および葉緑体 DNA の６ローカス

（psbA-trnH, matK, trnS-G, trnL-F, rbcL
および rpl20-rps12）について、その塩基配
列を決定した。その後の配列比較により種内
および種間変異性について調べた。 
(2) 毒性分析 
一般に（最も有毒成分の濃度が高いとされ

ている）塊根を対象とした。採取した試料だ
けでなく、その子根を別の場所（土壌）に移
植し、次年度の塊根も試料とした。 
毒性分析は、塊根をスライスして常温でシ

リカゲル乾燥し、その粉末から抽出した成分
を、LC-MS/MS により主要４成分の濃度を測定
し、含有される成分比率を算出した。 
(3)トリカブト塊根の全成分分析、および一
般的土壌分析も行い、種と自生地域間の関連
性、および土壌成分と毒性成分濃度との関連
性についてもそれぞれ検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 分子生物学的知見 
 国内の２倍体７種 56 試料、さらに４倍体
16種および種不明の277試料について検討し
た。日本のトリカブト DNA を特異的に増幅す
るプライマーを設計し、マルチプレックス
PCR による簡便なトリカブトの同定法、さら
には２倍体種を識別する改良法も開発した。 
調べた７ローカス配列のうち、rbcL は調べ

た試料全てで同一塩基配列を示した。２倍体
種と４倍体種間で psbA-trnH と trnL-F で共
通配列があったものの、その他のローカス配
列は両グループ間で明らかに異なっていた。 
 a ２倍体種 
 ITS 配列では、全２倍体種に共通する６か
所の１塩基置換が存在した（ジョウシュウト
リカブトのみ５か所）。東北の２種はほぼ同
様であったが、北海道３種(１亜種を含む)は
別の３塩基が、関東南部～四国の地域のサン
ヨウブシは１塩基が共通していた。一方、北
関東にのみ自生するジョウシュウトリカブ
トには他の２倍体には見られない７塩基の
違いが見られた。cpDNA では、全２倍体種に
共通する塩基置換が、matK に１か所、trnS-G
に３か所存在した。一方、北海道種と東北種
に共通する塩基置換が matK に４か所および
rpl20-rps12 に１か所存在した。サンヨウブ
シは地域により若干の個体差が見られた。ジ
ョウシュウトリカブトは trnL-F が４倍体と
同じ配列だったものの、他の配列にいずれも
独自の配列変異が検出された。 
 b ４倍体種 
 北海道から四国地域に自生する 16 種を調
べたにもかかわらず、調べた核 DNA および
cpDNA において、特定の変異性を示す種は観
察されなかった。しかし、ITS 配列では（種
の違いを超えて）地域特異的に存在する塩基
置換が複数検出された。一方、cpDNA の各ロ
ーカスにおける変異性検出率は高い方から
trnS-G>matK>rpl20-rps12>psbA-trnH>trnL-
F であったが、いずれも特に高頻度とは言え
なかった（8.1～1.3%）。psbA-trnH を除く４



ローカスのハプロタイプ（n=179）では 37 種
類に分類され、そのうち 77 試料（43%）は同
じ配列だったものの、その他のハプロタイプ
には地域的偏りが見られた。新たな発見とし
て、４倍体種では報告の無かったムカゴを持
つ２種（キタヤマブシおよびハクバブシ）に
遭遇したが、これらはいずれも周囲のムカゴ
の無い同種トリカブトと同じDNA分析結果を
示し、種内変異であると思われた。 
 
 まとめ 
 分子生物学的にトリカブトDNAを検出する
方法を確立した。多種他地域の試料の分析に
より、以下のことが推定された。 
１．国産トリカブト亜属の２倍体種と４倍

体種は明らかに遺伝的に異なっていた 
２．DNA レベルでジョウシュウトリカブト

は独立した種であり、国内の２倍体種は北海
道種、東北種、北関東種（ジョウシュウトリ
カブト）および関東以南種（サンヨウブシ）
の地域的な４群に大別された。 
３．４倍体の各種を明確に識別できる変異

は全く見つからず、逆に互いの近縁性は極め
て高かった。 
４．４倍体種の ITS 配列には地域特異的な

塩基置換が存在し、トリカブトの(産地)由来
を推測することが可能であった。 
 
(2) 毒性分析からの知見 
 おもに主要４成分（アコニチン、メサコ
ニチン、ジェサコニチン、ヒパコニチン）
の構成、比率ならびに総濃度を調べた。北
海道・東北地方の４倍体草本には毒性が最
も強いとされるジェサコニチンが占める割
合が多いが、南下するに従ってその比率は
減少傾向にあり、検出された最南部は栃木
県北部であった。この４種とは別のアルカ
ロイド成分（13DM）のみ含む草本が存在
するとともに、ほぼ無毒である草本も少な
からず存在した。しかし特定の種に伴うよ
うな４成分の有無およびその濃度や構成パ
ターンの傾向は認めされなかった。一方、
毒性が低いとされている２倍体種および別
亜属のレイジンソウ類では、有毒な上記４
成分がいずれもかなり低いか検出されない
レベルであることが確認された。 
自生地で採取した草本と、異なる土壌に

移植した場合の毒性成分濃度および成分比
率の比較では成分構成はほほ保持されてい
たものの、各毒性成分の濃度のばらつきが
大きかった。同一草本の母根と子根の比較
では構成成分濃度に差が生じていた。無毒
草本の移植では、その子根から有毒成分が
検出されることはなかった。 
全成分の網羅的な多変量解析結果は、自生

地域毎に収束するような傾向が観察された
が、特定の種を識別できるような分布ではな
かった。言い換えれば種によって全成分構成
がまとまる傾向は見られなかった。一方、自
生地土壌の一般的分析項目（腐食率、pH

および各種金属イオン濃度）について毒性
成分濃度との関係を調べたが、すべての項
目で相関は見られなかった。 

 
まとめ 
１．国内の２倍体種はほぼ無毒であり、

４倍体種にも無毒なものが少なからず存在
した。 
２．毒性が最も高いジェサコニチンは、

北海道～関東北部地域で観察された。 
３．特定の種あるいは自生地土壌成分と

有毒成分の構成および無毒性との関連性は
認められなかった。 
４．有毒成分構成および無毒性は遺伝的

に支配されていると考えられ、その成分濃
度は環境の影響を受けて変化すると推定さ
れた。 
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