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研究成果の概要（和文）：有毒キノコによる食中毒の原因究明のために行われる形態学的鑑別法は、キノコが原
形を留めていない食中毒検体には適用が困難である。そこで、種の同定に有用なDNAバーコーディング法を応用
したスクリーニング法を開発した。日本で食中毒事例のあるキノコのうち、5種類の種特異的なプライマーを作
製した。本法は調理および人工胃液による処理の影響を受けず、約2時間半で検出可能であった。さらに、一例
としてオオシロカラカサタケ特異的プライマーを用いたリアルタイムPCR法の開発を行った。実際の食中毒検体
にも適用可能であった。

研究成果の概要（英文）：In this study, species-specific identification of five toxic mushrooms, 
Chlorophyllum molybdites, Gymnopilus junonius, Hypholoma fasciculare, Pleurocybella porrigens, and 
Tricholoma ustale, which occur food-poisoning incidents in Japan, was investigated. The specific 
primer pairs targeting internal transcribed spacer (ITS) regions were designed for PCR detection. 
The specific amplicons were obtained from fresh, cooking, and simulated gastric fluid (SGF)-treated 
samples. No amplicons were detected from the mushrooms with similar morphology. Our method using the
 one-step extraction allows rapid detection of mushrooms within 2.5h. When the incident is happened,
 it could be utilized for rapid identification or screening of food-poisoning mushrooms.

研究分野：食品化学
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１．研究開始当初の背景 
日本では毎年、有毒キノコの誤食による食中
毒が数十件発生している。食中毒の原因究明
のために行われるキノコの肉眼的・顕微鏡的
観察による形態学的鑑別法は、キノコが原形
を留めていない食中毒検体（喫食残品や患者
吐物）には適用できない。また、毒成分の理化
学分析法は、毒成分が不明である種には適用
できない。そこで、患者が喫食したキノコ種
を迅速に同定することが、中毒患者の治療に
有効である思われたため、本研究を計画した。 
 
２．研究の目的 
患者が喫食したキノコ種を迅速に同定するた
め、遺伝学的検出法（DNAバーコーディング
法および迅速鑑別法）を用いることとした。
DNAバーコーディング法は、同定に有用とさ
れたが、結果を得られるまで 9 時間以上を要
する。迅速鑑別法は、ITS 領域に認められる
種特異的配列を用いて PCRを行い、その増幅
産物を検出する方法であり、種特異的 PCR法、
PCR-RELF 法、リアルタイム PCR 法等があ
げられる。日本に食中毒事例のあるキノコは
30種以上存在するが、現在、有毒キノコの迅
速鑑別法の報告は 4 種（ツキヨタケ、クサウ
ラベニタケ、ドクササコ、カキシメジ）にとど
まる。また、食中毒検体に応用した例は少な
い。そこで、有毒キノコの検出対象を拡大す
るために、DNAバーコーディング法を応用し
て、種特異的なプライマーを開発し、保健所
および地方衛生研究所において食中毒検体に
適用可能なスクリーニング法を開発した。ま
た、食中毒現場の実態に合わせ、調理や消化
による影響を検討した。また、検証現場の現
状や迅速性を考え、PCR産物のゲル電気泳動
法での識別、およびリアルタイム PCR法によ
る検出法を検討した。本法は菌類の共通配列
である ITS1 領域の塩基配列解析による確認
検査と同時に使用することで検査精度を担保
するとともに、より迅速な食中毒対応に寄与
することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
試料は大阪市立自然史博物館、和歌山県環境
衛生研究センター、山形県衛生研究所等によ
り鑑別されたものを用いた。 
 
（1）日本に食中毒事例のあるキノコの 30種
のうち、有毒キノコの迅速鑑別法の報告がな
い 26種について、種特異的プライマーを試作
した。有毒キノコの ITS領域の塩基配列デー
タは NCBIデータベースから株間の変異が少
ない配列箇所を選び、ソフトウェア CLC 
Sequence Viewer を用いてアライメントを
作成した。標的とする有毒キノコの核内 ITS
領域の塩基配列を、各有毒キノコに形態学的
によく似た食用キノコの配列と比較し、違い
が認められ、かつプライマー同士でハイブリ
ダイズしない配列を選びプライマーを設計し
た。 

 
（2）食中毒に対応するため、従来の DNA抽
出法のキアゲン社 G-Tip、DNeasy plant等キ
ットをはじめとして迅速で簡便な DNA 抽出
法について検討した。 
 
（3）検証現場の現状や迅速性を考え PCR産
物の検出には、ゲル電気泳動法での識別を用
いた。 
 
（4）食中毒現場の実態に合わせ、調理による
影響を検討した。調理法は、焼き、炒め、揚げ、
ゆで、佃煮、鍋について検討した。ゆで、につ
いては加熱時間を 30分間〜3時間まで検討し
た。 
 
（5）次に消化による影響を検討した。鍋調理
（食材と市販の鍋用調味料を用いて調理し、
得られたろ液でキノコを 100℃30分間〜2時
間）後に人工胃液で反応（37℃30分間〜3時
間）反応させた。 
 
（6）種特異的プライマーとは別に、各試料か
ら DNA 抽出が確実にされているかを確認す
るために、キノコを含む菌類共通の DNA 配
列を検出するプライマー（以下、菌類検出用
プライマー）の ITS1/ITS2を PCRに用いた。
2 ウェル併行で菌類共通検出用プライマー
（ITS1/ITS2）と、種特異的プライマー（例え
ば、オオシロカラカサタケ検出用プライマー
（42F/18R））を用いた PCR を同時に行い、
両方とも検出された場合はオオシロカラカサ
タケ陽性と判定した。一方、菌類検出用プラ
イマー（ITS1/ITS2）において検出され、オオ
シ ロ カ ラ カ サ タ ケ 検 出 用 プ ラ イ マ ー
（42F/18R）において不検出の場合をオオシ
ロカラカサタケ陰性と判定した(図 1)。 
 
図 1 判定例 

ITS1/ITS2 42F/18R 判定 
+ + 陽性 
+ - 陰性 

 
（7）本法は ITS1領域の塩基配列解析による
確認検査と同時に使用することで検査精度を
担保するとともに、より迅速な食中毒対応に
寄与することを目的とした。つまり、スクリ
ーニング法と同時に、菌類の共通配列である
ITS1 領域の塩基配列解析による確認検査を
行った。遺伝子塩基配列の解析による菌種の
確認には、菌類検出用プライマー(ITS4/ITS5)
を用いた。 
 
（8）さらにオオシロカラカサタケについては、
過去に大阪府内で食中毒事例があることから、
より迅速簡便化を目指し、リアルタイム PCR
法による検出法を検討した。 
 
（9）2016 年、実際に大阪府内でオオシロカ
ラカサタケによる食中毒事例が発生したこと



から、当該検体（喫食残品および吐物）に適用
した。 
	
４．研究成果	
（1）プライマーの特異性は、有毒キノコと誤
食しやすい食用キノコと判別できることを評
価基準とした。食用キノコは、それぞれの有
毒キノコについて、食中毒事例および形態学
的特徴から選定した。（例 オオワライタケと
誤食しやすいキノコはエノキタケ、ショウゲ
ンジジ、コガネタケ、チャツムタケ、ナラタ
ケ、シイタケの 6種とした等）。作成したプラ
イマーおよび既存のプライマー（ツキヨタケ、
シイタケ）の合計 8 種のプライマーを評価し
た結果、有毒キノコ（オオシロカラカサタケ、
オオワライタケ、ニガクリタケ、スギヒラタ
ケ、カキシメジ、ツキヨタケ）7種の種特異的
プライマーが適用可能であった。シイタケは
本試験のコントロールとして用いた（図２）。 
 

（2）DNA抽出法の検討の結果、DNA抽出法
は、ワンステップ法を採用した。子実体片（湿
試料 100～300 mg, 約 5 mm角）を 15mL容
の PP製遠沈管に入れ、溶解緩衝液（100 mM 
Tris–HCl, pH9.5, 1 M KCl, 10 mM EDTA）
5 mLを加えた。常温で 10秒間ホモジナイズ
し、30 秒間かくはんした。95℃で 10 分間加
温した後、5,000×g、4℃で 20分間遠心分離し
た。上清 1 mL をマイクロチューブに取り
10,000×g、4℃で 5 分間遠心分離後、上清を
DNA抽出液とした。操作時間は約 40分間で

あり、従来の DNA 抽出精製法は 160 分間以
上要したことから、1/4程度に迅速簡便化する
ことができた。 
 
（3）調理による影響を検討した結果、焼き、
炒め、揚げ、ゆで、佃煮については一般的な調
理法で検出可能であった。鍋調理については
100℃2時間まで検出可能であった。 
 
（4）消化による影響を検討した結果、鍋調理
100℃2時間後さらに人工胃液で反応（37℃30
分間〜3時間）反応させた場合、30分間程度
までは検出可能であることがわかった（図3）。 

（5）そこで、シイタケおよび有毒キノコ（オ
オシロカラカサタケ、オオワライタケ、ニガ
クリタケ、スギヒラタケ、カキシメジ、ツキヨ

 
図 2 Eight mushrooms for designing the specific 
primers in this study.  
(A)C. molybdites, (B)G. junonius, (C)H. fasciculare, 
(D)P. porrigens, (E)T. ustale, (F)O. japonicus, 
(G)P. acromelalga, (H)L. edodes. 

 
図 3 PCR amplifications for the ITS regions of H. 
fasciculare with 2 primer pairs: ITS1/ITS2（Lane 
1-3）  and ITS4/ITS5（Lane 4-6） . The arrows 
indicate the expected size of PCR products c.a. 350 
bp（Lane 1-3） and c.a. 900 bp（Lane 4-6）. Lanes 
1, 4: raw (uncooked）, lanes 2, 5: SGF-treated for 
30 min, and, lanes 3, 6: SGF-treated for 60 min. 
Lane M shows a DNA marker（DNA fragments 50 
to 1,000 bp in size）. 
 

 
図 4 Detection of PCR products obtained by using 
the primer pairs ITS1/ITS2（Lanes 1, 3, 5, 7, 9, 11, 
13, and 15）, and species-specific primers（Lanes 2, 
4, 6, 8, 10, 12, 14, and 16）using genomic DNAs from 
SGF-treated for 30 min samples as a template. 
Lanes 1, 2: C. molybdites, 3, 4: G. junonius, 5,6: H. 
fasciculare, 7,8: P. porrigens, 9, 10: T. ustale, 11,12: 
O. japonicus, 13,14: P. acromelalga, 15,16: L. 
edodes. Lane M shows a DNA marker（ DNA 
fragments 50 to 1,000 bp in size） . The arrows 
indicate the expected size of PCR products c.a. 350 
bp. 



タケ）7 種、合計 8 種の種特異的プライマー
についても、鍋調理 100℃2 時間後さらに人
工胃液で反応（37℃30分間）反応させたとこ
ろ、検出可能であった（図 4）。 
 
（6）今回、開発した種特異的プライマーの 6
種のうち、一例として、より迅速簡便な方法
を作成するため、オオシロカラカサタケにつ
いて、リアルタイム PCR法による検出法を検
討した結果、適用可能であった（投稿中）（図
5）。 

 
（7）実際に大阪府内で発生したオオシロカラ
カサタケによる食中毒事例の検体（喫食残品
および吐物）に適用した結果、吐物について
は検出困難であったが、喫食残品（ゆで調理）
には適用可能であった（図 6）。 
	 食中毒事例における茹で調理された微量な
調理残品からも同定が可能であることを示し
たが、吐物からの検出は困難であった。本事
例では吐物中 DNA が高度に消化されていた
と考えられ、吐物に対しては消化の程度によ
り適用可能であることが推測された。 

 
（8）塩基配列解析を伴う鑑別に要する時間は
少なくとも 9時間〜10時間半程度を要するた
め従来の専門家による形態観察と比較して迅
速性にかける。そのため、検査法の改良は課
題の一つであるが、本研究における種特異的
なプライマーを用いれば、約 2 時間半でスク
リーニング判定が可能である。リアルタイム
PCRに適用すれば、さらに迅速簡便に検出で
きる。そこで、キノコによる食中毒疑いが発
生 し た と き 、 菌 類 検 出 用 プ ラ イ マ ー
（ITS1/ITS2）による PCR反応と種特異的プ

ライマーによる PCR反応を同時に行い、両方
にバンドが検出されたものについて、スクリ
ーニング検査陽性と判定し、 中毒対応に備え
る。その間に ITS1領域（約 350bp）の塩基配
列解析によりキノコ種を再確認すれば、行政
検査において迅速な食中毒対応が可能になる
と考える。 
	 本スクリーニング法は特異的 PCR プライ
マーを用意した種の検出が可能であり、すべ
ての中毒に対応できるわけではない。しかし、
中毒症例の多発種は比較的限られており、 今
後ニセクロハツなど重要種を加えていくこと
で、現場に利用可能なキット化も可能だろう。 
また多くの野生キノコの中には本プライマー
に交叉反応を示す種もあり得るが、迅速な分
析で候補種をあげるという本検出法の目的か
らは重要な障害とならないと考える。本研究
で示した種特異的プライマーによるキノコの
スクリーニング検出法は、食中毒の原因究明
や迅速な診断において従来の形態学的鑑別法
を補強する新たな検査ツールの一つとして応
用が可能である。 
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図 6 オオシロカラカサタケ検出用プライマー
（42F/18R）によるリアルタイム PCRの増幅曲線 
細線：生のオオシロカラカサタケ（濃度範囲 0.0002-
0.002 ng/wellに調製した DNA溶液） 
太線：喫食残品 

 
図 5 オオシロカラカサタケ検出用プライマー
（42F/18R）による検量線 
縦軸に DNA量（0.0002 ng-0.002 ng/well）の対数値、
縦軸に Cq値をプロットした。 
Efficiency 1.83、R^2値 0.99、Slope -3.8242、Error 
0.24、Y-Intercept 14.61 


