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はじめに 

 

 植物性自然毒による食中毒の多くは，野草等の有毒植物

を食用可能なものと誤認して喫食することにより発生して

いる．健康志向や登山ブームを反映して，誤食による食中

毒事例の報告数は増加傾向にある1)．植物性自然毒による

食中毒では重篤な症状を呈する場合があり，近年でもイヌ

サフラン，スイセン及びトリカブトによる食中毒では死亡

事例が報告されている2)．このため，植物性自然毒による

食中毒事例では，迅速な原因究明が求められる． 

 当所においても，ジャガイモ，ハシリドコロ及びバイケ

イソウ類等が原因植物と推定される植物性自然毒による食

中毒事例が発生し，形態学的鑑別及びLC-MS/MSによる有毒

成分の分析により原因究明を行ってきた．しかしながら，

形態学的鑑別には専門的な知識及び経験が必要であり，野

草残量が少ない，若しくは野草の形態が維持されておらず

形態学的鑑別が困難である場合には有毒成分の推定も困難

となり，LC-MS/MSによる分析に時間を費やし，原因植物種

が同定できないといった問題があった．また，野草の残量

が十分で形態も維持していたが，有毒成分が検出されない

ことにより植物種を同定できない事例も存在した． 

 最近，リボソームRNAの18S rRNA遺伝子と5.8S rRNA遺伝

子に挟まれたInternal transcribed spacer 1(ITS1)領域に

おける塩基配列が近縁種間でも異なることを利用したDNA

塩基配列解析法が開発され3），植物やキノコ類の鑑別に利

用されている．そこで，有毒植物の誤食が原因と疑われる

植物性自然毒による食中毒事例の際に， LC-MS/MSによる原

因究明が困難な試料についても植物種を同定することを目

的として，ITS1領域のDNA塩基配列解析による植物種の同定

を試みたので報告する． 

 

実験方法 

 

1 試料 

  近年，本県で発生した植物性自然毒による食中毒疑い

で検査を実施し 「ハシリドコロ」と推定された野草（図

1：野草(1))，食中毒疑いで検査を行ったが有毒成分が検

出されず植物種不明となった野草（図 1：野草(2))及び

当所職員が本検討に使用するため別途山岳地域で採取し

検査により「バイケイソウ類」と推定された野草（図 1：

野草(3))の 3試料を用いた． 

 

    野草(1)     野草(2)      野草(3) 

 

図 1 検査対象の野草 

   野草(1)：「ハシリドコロ」と推定される野草 

   野草(2)：植物種不明の野草 

   野草(3)：「バイケイソウ類」と推定される野草 

 

2 機器等 

 1）DNA抽出 

   ペンシルミキサーは Qiagen 社製 Tissue Ruptor，遠

心分離機は久保田製作所製テーブルトップ冷却遠心機

5500を使用した． 

  2）PCR反応 

   PCR反応用サーマルサイクラーはApplied Biosystems

社製 GeneAmp PCR System 9700，分光光度計は島津製作

所製 Biospec-nano，電気泳動装置は BIO RAD 社製

ExperionTM自動電気泳動システムを使用した． 

 3）塩基配列解析 

  シーケンス反応用サーマルサイクラーは Applied 

Biosystems 社製 GeneAmp PCR System 9700，塩基配列

解析装置は Applied Biosystems 社製 3500 Genetic 

Analyzerを使用した． 

 

3 試薬等 

 1）DNA抽出 

    DNA抽出バッファーとして，ポリフェノールの多い植

物組織からの DNA 抽出に適した，リーゾ社製の DNA す

いすい-P 及びその添加剤を使用した．フェノール：ク
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ロロホルム：イソアミルアルコール（25:24:1）は SIGMA

社製，イソプロパノール沈殿時に使用する高分子キャ

リアーとしてニッポン・ジーン社製のエタチンメイト

及び 3M酢酸ナトリウム，イソプロパノール（特級）は

和光純薬社製，DEPC 処理水はニッポン・ジーン社製を

使用した．70％エタノールは，和光純薬社製エタノー

ル（分子生物学用）と DEPC処理水を混和して調製した． 

 2）PCR反応 

   DNA ポリメラーゼは Thermo Fisher Scientific 社製

Amplitaq Gold 360 Master Mix，プライマーは FASMAC

社製植物異物同定用プライマー（Cat#.F111-1K）を使

用した． 

 3）塩基配列解析 

   PCR 産物の精製に Qiagen 社製 QIAquick PCR Puri-

fication Kit，シーケンス反応に Thermo Fisher 

Scientific 社製 BigDyeTM Therminator v.1.1 Cycle 

Sequencing Kit，未反応蛍光色素の除去に Thermo 

Fisher Scientific社製 Centri-SepTM Spin columnsを

使用した． 

 

4 DNA抽出法 

  各野草を細切し 50 ㎎を 2 mLマイクロチューブに量り

とり，DNA すいすい‐P 360 µL と添加剤 40 µL を加え，

ペンシルミキサーでホモジナイズした．そこにフェノー

ル：クロロホルム：イソアミルアルコール（25:24:1）を

400 µL 加え混和し，室温で 15,000 rpm，10 分遠心分離

した．上清 200 µL を新たな 2 mL マイクロチューブにと

り，3M 酢酸ナトリウム 6.6 µL，エタチンメイト 2 µL，

イソプロパノール 200 µLを加え混和し，15,000 rpm，10

分遠心分離した．上清を捨て 70％エタノールを 800 µL

加え，4℃で 15,000 rpm，10 分遠心分離した．さらに上

清を捨て，2 mLマイクロチューブにパラフィルムを巻き

針で数ヶ所穴をあけ，真空デシケーターで 15分程度乾燥

させ，DEPC処理水 50 µL を加え DNAを溶解し，DNA溶液

とした． 

  分光光度計で波長260，280及び320 nmの吸光度（OD260，

OD280及び OD320）を測定することにより DNA濃度及び純

度を確認し，DNA 濃度が 20 ng/µL となるよう DEPC 処理

水で希釈した． 

 

5 PCR反応 

   本検討に用いた植物異物同定用プライマーは，植物全

般に保存されている 18S rRNA遺伝子及び 5.8S rRNA遺伝

子内のできるだけ ITS1 領域に近い部分に設計され，カ

ビ・酵母と大きく配列が異なっており，植物種の同定に

適している 3）．当該植物異物同定用プライマーと

Amplitaq Gold 360 Master Mix を表 1 のとおり調製し，

サーマルサイクラーを用いて遺伝子増幅を行った． PCR

条件は，文献 4，5）を参考に 94℃ 9分の後，96℃ 1分（変

性），58℃ 1 分（アニーリング），72℃ 1 分（伸長）を

35回繰り返し，最後に 72℃ 5分伸長反応を行い，4℃で

ホールドした． 

増幅した PCR産物は，ExperionTM DNA 1K用分析キット

による電気泳動により増幅断片長の確認を行った．なお，

Template DNA の代わりに DEPC 処理水を加えたものを陰

性コントロールとした． 

 

表 1 PCR反応液組成 

試薬 最終濃度 
添加量

(µL) 

DEPC処理水 － 9.0 

Amplitaq Gold 360 Master Mix 1× 12.5 

F-Primer (25 µM) 0.5 µM 0.5 

R-Primer (25 µM) 0.5 µM 0.5 

Template DNA (20 ng/µL) 2.0 ng/µL 2.5 

計  25.0 

  

6 塩基配列解析 

  QIAquick PCR Purification Kit を用いて各 PCR 産物

を精製した． BigDyeTM Therminator v.1.1 Cycle Se-

quencing Kit及び植物異物同定用プライマーを用いてシ

ーケンス反応を行った後，未反応蛍光色素を

Centri-SepTM Spin columnsにより除去した．その後，塩

基配列解析装置により塩基配列を決定し，得られた塩基

配列（プライマー配列は除去）について DNA データベー

スである DNA Data Bank of Japan（DDBJ）の BLAST検索

（相同性検索）を行った． 

 

結果及び考察 

 

1 DNA抽出 

分光光度計で260，280及び320 nm の吸光度を測定し，

DNA濃 度 ((OD260-OD320)×50 ng/µL)及び純 度

(OD260/280)を確認した結果は表2のとおりであった．

OD260/280は1.70～2.00となり，純度は良好であると考え

られた． 

 

表2 各野草のDNA濃度及び純度 

試料 
DNA濃度

（ng/µL） 
DNA純度 

(1)「ﾊｼﾘﾄﾞｺﾛ」と推定される野草 249.58 1.70 

(2) 植物種不明の野草 473.81 2.00 

(3)「ﾊﾞｲｹｲｿｳ類」と推定される野草 250.27 1.78 

 

2 PCR反応 

  PCR反応の結果，いずれも当該植物異物同定用プライマ

ー使用時に得られるとされる約350～400 bp3）に近い大き

さの増幅断片長が得られた．  
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図2 電気泳動結果 

  L：DNA分子量マーカー 

  野草(1)：「ハシリドコロ」と推定される野草 

  野草(2)：植物種不明の野草 

  野草(3)：「バイケイソウ類」と推定される野草 

  NC：陰性コントロール 

  

3 塩基配列解析 

(1)「ハシリドコロ」と推定される野草 

  得られたPCR産物のDNA塩基配列解析の結果，Scopolia 

japonica(ハシリドコロ)と相同性が高かった(表3)． 

食中毒発生時，野草残品の形態学的鑑別から喫食可能

な野草であるフキノトウに類似した有毒植物であるハシ

リドコロの誤食による食中毒を疑い，ハシリドコロの有

毒成分であるアトロピン及びスコポラミン6）について

LC-MS/MSによる分析を試みたところ，アトロピン76 ppm

及びスコポラミン21 ppmが検出され，当該野草はハシリ

ドコロであると推定された7）．今回，LC-MS/MSによる分析

から推定された植物種とDNA塩基配列解析から推定され

た植物種が一致したことから，DNA塩基配列解析により植

物種の同定が可能であることが確認できた．  

 

 (2)植物種不明の野草 

得られたPCR産物のDNA塩基配列解析の結果，Allium 

ochotense(ギョウジャニンニク)と相同性が高かった(表

4)． 

 食中毒発生時，患者が実際に喫食した調理品は残って

いなかったが，形態を維持した状態の調理前の野草残品

が十分量あったため，それらについて形態学的鑑別を行

った．その結果，喫食可能な野草であるギョウジャニン

ニクと類似した有毒植物であるイヌサフラン又はバイケ

イソウ類を誤食したことによる食中毒を疑い，イヌサフ

ランの有毒成分であるコルヒチン8），バイケイソウ類の有

毒成分であるジェルビン及びベラトラミン9）について

LC-MS/MSによる分析を試みた．しかし，いずれの有毒成

分も不検出となり，野草残品の植物種は不明となった．

今回，DNA塩基配列解析により野草の残品は有毒成分を含

まない野草であるギョウジャニンニクであると同定でき， 

これはLC-MS/MSで有毒成分が不検出であった結果と一致

した．よって，野草残品に有毒植物は含まれていなかっ

たことが推察された．このように，対象試料が有毒成分

を含まない植物種である場合にも，DNA塩基配列解析は有

用であると考えられた．  

 

(3)「バイケイソウ類」と推定される野草 

得られたPCR産物のDNA塩基配列解析の結果，Veratrum 

stamineum(コバイケイソウ)と相同性が高かった(表5)． 

当該野草を採取後，バイケイソウ類の有毒成分である

ジェルビン及びベラトラミン9）についてLC-MS/MSによる

分析を試みたところ，ジェルビン122 ppm及びベラトラミ

ン7 ppmが検出され，当該野草はバイケイソウ類と推定さ

れた．しかし，バイケイソウ類にはバイケイソウとコバ

イケイソウがあり，コバイケイソウはバイケイソウに比

べ標高が高いところに多い9）等の違いはあるものの，両

種は形態が類似しており含まれる有毒成分も共通してい

ることから，形態学的鑑別やLC-MS/MSによる分析により

両種を区別することは困難である．このように，形態学

的に類似し共通の有毒成分を含む野草が複数ある中で詳

細に植物種を同定する場合にも，DNA塩基配列解析は有用

であると考えられた． 

 

 DNA塩基配列解析による植物種同定は他自治体の衛生

研究所でも活用されており，東京都ではDNAデータベース

に登録されている塩基配列を基に新規に設計したプライ

マーを用いて植物種の同定を行ったことが報告されてい

る10）．本検討で使用した植物異物同定用プライマーは市

販品であり，山口県において自然薯と誤ってヨウシュヤ

マゴボウと推定される有毒植物を誤食したことによる食

中毒の原因究明にも用いられている4）．LC-MS/MSによる有

毒成分の分析が困難な場合を想定し，迅速にDNA塩基配列

解析による植物種同定法を確立するため，当該植物異物

同定用プライマーを用いて検討したところ，3試料のいず

れも植物種の同定が可能であった．また同定に要した試

料採取量は50 ㎎と微量であることから，野草残量が少な

い場合にも適用できると考えられた． 

今回は3試料について植物種の同定が可能であったが，

食中毒の原因となり得る有毒植物は数多く，様々な植物

性自然毒による食中毒に対応できるよう，3試料の植物種

以外の植物種への適用拡大や，茹でる・焼く・揚げる等

の調理行為が本法に与える影響の検討が今後の課題であ

る． 

また，DNAデータベースを用いた植物種同定において信

頼性の高い同定結果を得るためには，多種の植物につい

てそれぞれDNA塩基配列が登録されており，かつその登録

数が多いことが重要であるため，DNAデータベースの更な

る充実が望まれる． 

L (2) (3) NC 

 

(1) 

野草 野草 野草 
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表3  (1)「ハシリドコロ」と推定される野草のBLAST検索結果（上位5位まで） 

No. Accession No. Sequence Entry Score（Bits） E Value Identities 

1 AY478399 Scopolia japonica 305 2e-79 (160/162)98% 

2 AY478398 Scopolia japonica 289 1e-74 (152/154)98% 

3 JX862656 Olea paniculata 174 6e-40 (103/108)95% 

4 JX862625 Fraxinus americana 174 6e-40 (105/108)97% 

5 HQ142619 Solidago houghtonii 172 2e-39 (97/99)97% 

 

表4  (2)植物種不明の野草のBLAST検索結果（上位5位まで） 

No. Accession No. Sequence Entry Score（Bits） E Value Identities 

1 KF419374 Allium ochotense 615 e-172 (310/310)100% 

2 MF599188 Allium ochotense 605 e-169 (305/305)100% 

3 MF599183 Allium ochotense 605 e-169 (305/305)100% 

4 MF599178 Allium ochotense 605 e-169 (305/305)100% 

5 MF599176 Allium ochotense 605 e-169 (305/305)100% 

 

表5  (3)「バイケイソウ類」と推定される野草のBLAST検索結果（上位5位まで） 

No. Accession No. Sequence Entry Score（Bits） E Value Identities 

1 JF807679 Veratrum stamineum 692 0.0 (349/349)100% 

2 JF807677 Veratrum stamineum 684 0.0 (347/349)99% 

3 JF807678 Veratrum stamineum 676 0.0 (347/349)99% 

4 AF303705 Veratrum fimbriatum 652 0.0 (344/349)98% 

5 KY218779 Veratrum oxysepalum 644 0.0 (343/349)98% 

 

まとめ 

 

 植物性自然毒による食中毒では死亡や症状が重篤化す

るリスクもあり，県民に注意喚起をするためにも，早急

な原因究明が必要である．当所では従来，形態学的鑑別

や LC-MS/MS による有毒成分の分析により原因究明して

きた．しかし残品が少量で分析に必要な量を確保できな

い場合や，検体の形態が維持されておらず有毒成分を推

定できない場合などでは，原因究明が困難となる問題が

あった． 

 今回検討した ITS1領域の塩基配列解析では，いずれの

試料についても植物種を同定することが可能であり， そ

の植物種は形態学的鑑別や LC-MS/MS での有毒成分の分

析結果から推定される植物種と一致した．よって，本法

は今後の植物性自然毒による食中毒の原因究明の一助と

なると考えられた． 
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