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緒　　　　　言

北海道では、有毒植物による食中毒事例が毎年のよう
に発生している1）。有毒植物を誤食する原因は多様である
が、山菜と有毒植物の取り違えによるケースが多い。道内
で誤食事例の多い有毒植物としてはイヌサフラン、スイセ
ン、トリカブト等がある。特にイヌサフランは山菜のギョ
ウジャニンニクと葉の外観が似ていることから誤食件数が
多く、含有成分のコルヒチン、デメコルシン等の高い毒性
による重篤化例や死亡例が散見される1-3）。

当所では、有毒植物が原因と疑われる食中毒が発生した
場合、原因究明のため植物や調理品の残品等について形態
学的及び LC-MS 等による理化学的鑑別（毒性成分の検出）
を行ってきた2-6）。しかしながら、検体や毒性成分が微量で
ある場合、鑑別が困難なケースがあった。近年、有毒植物の
DNA を PCR で検出する手法7, 8）や、また PCR 産物を制限
酵素処置することで有毒植物と山菜を区別する PCR-RFLP

（restriction fragment length polymorphism）法9）が報告さ
れている。これら PCR を活用した DNA 検出法は、検体が
微量の場合においても、DNA を採取できれば実施可能で
あることから、形態学的・理化学的鑑別法に加えて実施す
ることで検査体制をより強固なものにできると期待される。

本稿では、令和 4～5 年度に北海道内で発生したイヌサ
フラン、スイセン、トリカブトの誤食が疑われた食中毒検
体を用いて、植物 DNA の検出による鑑別を行ったので報
告する。

方　　　　　法

１．試料
試料は、当所に食中毒疑いの検体として搬入された植物

体や調理残品、コンポスト廃棄品及び患者の吐しゃ物であ
る（図 1-3）。

植物の標準試料として、当所薬用植物園植栽のイヌサフ
ラン、ギョウジャニンニク、スイセン、ニラ、エゾトリカ
ブト、ニリンソウの葉を採取して用いた。
２．試料からの植物 DNA の抽出

試料からの DNA 抽出は、既報9）を参考に次のとおり
行った。
１）植物体試料

検体に土汚れがある場合は蒸留水で洗浄し、キムワイプ
（日本製紙クレシア（株）製）で水気を除いた。植物体 10～
50 mg を量り取り、DNeasy Plant Mini Kit（（株）キアゲ
ン製）を用いて、プロトコルに準じて DNA を抽出した。
２）調理残品試料

油汚れがある場合はキムワイプで挟み込むように拭き
取った。検体約 50 mg を量り取り、Lysis Buffer（タカ
ラバイオ（株）製）100μL を加え、バイオマッシャーⅡ

（（株）ニッピ製）を用いて破砕した。Proteinase K（タカ
ラバイオ（株）製、20 mg/mL）1μL を加えて 65℃で 10 分
間反応後、98℃で 3 分間加熱した。放冷後、遠心上清を粗
DNA 液とした。
３）吐しゃ物試料、コンポスト廃棄物試料

検体約 100 mg に蒸留水 1 mL を加え、沸騰湯浴中で 5 分
間加温した。検体の水気を拭き取った後、湿重量 50 mg
を量り取り、以下 2）調理残品試料と同様に操作を行った。
３．PCR による検出

PCR装置はGeneAmp PCR System 9700（Life Technologies
社製）、PCR 酵素は Tks Gflex DNA Polymerase（タカラ
バイオ（株）製）を用いた。PCR 用プライマーについては
表 1 に示したものを用い、プライマー合成は北海道システ
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図２　スイセンの疑いがある 10 検体

図３　トリカブトの疑いがある 5 検体

図１　イヌサフランの疑いがある 4 検体



― 45 ―― 44 ―

ム・サイエンス（株）に依頼した。PCR 反応液の組成及び
PCR 反応時間を図 4 に示した。
４．制限酵素反応

制限酵素は New England Biolabs（NEB）社製のものを
用いた。イヌサフラン識別には PstⅠ、スイセン識別には
NcoⅠ、トリカブト識別には EcoRV を用いた。PCR 産物液
5μL、10 × CutSmart Buff er 4μL、Distilled Water 30μL、
制限酵素 1μL の割合で混合し 37℃で 15 分間反応させた。
５．アガロースゲル電気泳動

PCR 反応液の 5 倍希釈液及び制限酵素反応液 10μL に
6 × Loading Dye（NEB 社製）を加えてゲル電気泳動を行
い、トランスイルミネーター UVA-15（（株）アステック製）
を用いて UV（306 nm）照射下で PCR 産物及び酵素反応
産物のバンドを検出した。

結 果 と 考 察

１．イヌサフラン疑い検体
イヌサフランの疑いがある 4 検体について PCR-RFLP

法による鑑別を行った。本手法では、検体がイヌサフラン
の場合には PCR 産物が切断され 2 本のバンドが検出され
るが、ギョウジャニンニク等のネギ属植物の場合には PCR
産物は切断されず 1 本のバンドが検出される系となってお
り9）、後述のスイセン、トリカブトについても同様の原理
である。検出の結果、検体 1 は PCR 産物の切断が認められ
たためイヌサフランであると考えられた（図 5）。一方で吐
しゃ物である検体 4 は PCR による増幅が見られず、胃酸等
による DNA の断片化が進行している可能性が考えられた。
そこで別途イヌサフラン属特異的プライマー Colchicum-

matK10）を用いて検出を試みたところ、検体 1 に加えて検

図 4　PCR 反応液の組成と反応時間設定
＊ DW: Distilled water（Life Technologies 社製 UltraPure）

プライマー名 鑑別対象 配列（5＇-3＇） 産物サイズ
（bp） 参考文献

CA-rF16 イヌサフラン TTGACTTATTATACTCCTGA 381 9）

CA-rR17 GAAAGTTTTGGAATAAGCAG

SN-rF5 スイセン ACTGTGTGGACTGATGGACTTACCA 362 9）

SN-rR6 GCTCTACCGTAGTTTTTTGCGGATA

TN-mF3 トリカブト CCTATCCATCTGGAACTATTGGTTC 598 9）

TN-mR4 TGAATTTTCTAACATTTGACTCCTTAC

Colchicum-matK-F2 イヌサフラン CAGGATCCATATCAACCAATTAAAAAACC 97 10）

Colchicum-matK-R2 CATTTTGTTTTTGACCGCCAAGGG

Aconitum-matK-F1 トリカブト ATCACTGGCTAAATCGAAATTTTGTA 100 10）

Aconitum-matK-R1 ACCAAATCTATCGATAATATCAGAATCG

TR-03 （真核生物） TCTGCCCTATCAACTTTCGATGGTA 137 8）

TR-04 AATTTGCGCGCCTGCTGCCTTCCTT

表１　プライマー配列
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体 3、検体 4 でも PCR による増幅が見られ、計 3 検体に
イヌサフランが含まれていたと考えられた（図 5）。また
理化学的分析では検体 1、検体 3、検体 4 からコルヒチン
が検出されており6）、遺伝子検査と理化学的分析の判定結
果が一致した。検体 3 についてイヌサフラン特異的プライ
マーでのみ検出された理由は、多量のギョウジャニンニク
等の中に少量のイヌサフランが含まれる検体構成だった可
能性が考えられた。検体 4 については、DNA の断片化が
進行していたものの、イヌサフラン特異的プライマーの検
出する配列の長さが短かったことから検出に成功したと考
えられた。なお検体 2 は PCR 産物が制限酵素反応で切断
されなかったことからネギ属植物と考えられ、形態学的鑑
別からタマネギであると考えられた。
２．スイセン疑い検体

スイセンの疑いがある 10 検体について PCR-RFLP 法に
よる鑑別を行った。その結果、植物体 7 検体及び調理残品
3 検体のすべてについて、PCR 産物の切断が認められたた
め、スイセン（またはスイセン属）の植物体及びその調理
品であると考えられた（図 6）。また、これら 10 検体につ
いて理化学的分析によりリコリンやガランタミンが検出さ

れており（データ未提示）、遺伝子検査と理化学的分析の
判定結果が一致した。
３．トリカブト疑い検体

トリカブトの疑いがある 5 検体について PCR-RFLP 法
による鑑別を行った。その結果、検体 2 及び検体 4 は PCR
産物の切断が認められたためトリカブト属植物であると考
えられた（図 7）。検体 3 及び検体 5 は PCR による増幅が
認められなかったが、形態学的鑑別によりそれぞれヨモギ
及びシャクであると考えられた。一方でコンポストに廃棄
されていた検体 1 は PCR による増幅が認められなかった
が、本検体の理化学的分析ではアコニチンが検出された5）

ことから、検体中にトリカブトが含まれていた可能性が高
い。別途トリカブト属特異的プライマーである Aconitum-

matK10）を用いて検出を試みたところ、検体 2 及び検体 4
は PCR による増幅が認められたが検体 1 では認められな
かった（図 7）。検体 1 については、コンポスト内での腐
敗によってトリカブト DNA の断片化や分解が進行してい
た可能性が考えられた。

なお、各 PCR 検出にあたっては真核生物 DNA 検出用
プライマー TR03 及び TR04（表 1）を用いて、DNA が適

1’ 2’ 3’ 4’ 5’ 6’ 7’ 8’ 9’ 10’S’ N’ S’ N’

図６　スイセンの疑いがある検体の検出結果
SN プライマーによる増幅結果。M は分子量マーカー。
左） レーン 1-6、S、N はそれぞれ検体 1-6、スイセン、ニラの PCR 産物。レーン 1＇-6＇、S＇、N＇ は制限酵素処置後の PCR 産物。
右） レーン 7-10、S、N はそれぞれ検体 7-10、スイセン、ニラの PCR 産物。レーン 7＇-10＇、S＇、N＇ は制限酵素処置後の PCR 産物。

1’ 2’ 3’ 4’ T’ N’’

図７　トリカブトの疑いがある検体の検出結果
左） TN プライマーによる増幅結果。レーン 1-5、T、N は順に検体 1-5、トリカブト、ニリンソウの PCR 産物。
 レーン 1＇-5＇、T＇、N＇ は PCR 産物をそれぞれ制限酵素処置したもの。M は分子量マーカー。
右） Aconitum-matK プライマーによる増幅結果。レーン 1-5、T、N は順に検体 1-5、トリカブト、ニリンソウの PCR 産物。
 M は分子量マーカー。

図 5　イヌサフランの疑いがある検体の検出結果
左） CA プライマーによる増幅結果。レーン 1-4、I、G は順に検体 1-4、イヌサフラン、ギョウジャニンニクの PCR 産物。
 レーン 1＇-4＇、I＇、G＇ は PCR 産物をそれぞれ制限酵素処置したもの。M は分子量マーカー。
右） Colchicum-matK プライマーによる増幅結果。レーン 1-4、I、G は順に検体 1-4、イヌサフラン、ギョウジャニンニクの PCR 産物。
 M は分子量マーカー。
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切に抽出されていることを確認した。
今回、有毒植物の疑いがある食中毒検体について PCR

及び PCR-RFLP を行い、コンポストに廃棄された 1 検体
を除き有毒植物検体の鑑別に成功した。有毒植物が原因と
疑われる食中毒が発生した場合、形態学的及び理化学的鑑
別に加えて DNA 検出による鑑別を実施することは、食中
毒の原因を究明する上で有用であると考えられる。北海
道内においては、今回検討した有毒植物のほかにバイケイ
ソウ、チョウセンアサガオ、ドクニンジン等による食中毒
事例が発生していることから、これらの植物種についても
DNA の検出による鑑別を行えるよう検討する必要がある
と考える。

最後に、食中毒事例に携わった北海道保健福祉部健康安
全局食品衛生課及び各保健所の関係者の皆様に深謝いたし
ます。
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