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マルチプレックスPCRによるトリカブト，ニリンソウ及びモミジガサの鑑別 
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迅速で経済的にトリカブト，ニリンソウ及びモミジガサを鑑別するためにマルチプレックスPCR法を開発した．新

規に設計したトリカブト，ニリンソウ及びモミジガサ用のプライマー対を使用することによって、これら3種植物を

鑑別することができた．開発したマルチプレックスPCR法について試料を加熱することによる影響を調べたところ，

沸騰水中で30分間加熱処理を行った試料からも3種植物を検出することができた．また，10倍希釈系列で調整した

DNAを鋳型にして検出感度を調べたところ10の6乗倍まで希釈した鋳型（2.5 fg）からも特異的なPCR増幅産物が検出

された．収集したトリカブト，ニリンソウ及びモミジガサ試料について我々が開発したマルチプレックスPCR法を用

いて調査したところトリカブトのDNAはトリカブト11試料から検出された．一方，ニリンソウ5試料，モミジガサ4試

料，テコバモミジガサ1試料及び13種の野菜からは検出されなかった．同様に，ニリンソウのDNAはニンリンソウ5試

料のみから検出された．また、モミジガサのDNAはモミジガサ4試料とテバコモミジガサ1試料のみで検出された．こ

れらの結果は開発したマルチプレックスPCR法がトリカブト，ニリンソウ及びモミジガサを鑑別するための有用なツ

ールになり得ることを示している． 
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は じ め に 

わが国では北海道，本州，四国，九州に分布し，主に湿

潤な山地の林床や周辺部に生育するキンポウゲ科イチリン

ソウ属のニリンソウ（Anemone flaccida）1）及び同様の環

境に生育するキク科コウモリソウ属のモミジガサ

（Parasenecio delphiniifolius）2)は，若葉が山菜として食用

にされる．一方，キンポウゲ科のトリカブト（Aconitum 

sp.）1)は本州中部以北から北海道にかけての山地の湿り気

のある樹林の林床，林縁に自生し，有毒成分のアコニチン

やメサコニチンを含有し，摂食すると嘔吐，呼吸困難，臓

器不全などの症状を呈し，死亡する場合もある3-5)． 

トリカブトはニリンソウやモミジガサと生育地域が重複

し、かつ形態が類似するため，山菜取りでニリンソウやモ

ミジガサと誤って採取し摂食され，食中毒を起こした事例

が毎年の様に報告されている6-10)．トリカブトが原因と思

われる食中毒が発生した場合，原因を特定するために有毒

植物に詳しい専門家による形態での鑑別やGC-MS5)，LC-

MS9,11)，LC-MS/MS12,13)等の分析機器を用いた有毒成分の

検出が行われる．さらに，近年DNAバーコーディング14)

やリアルタイムPCR法15)による有毒植物の鑑別法も報告さ

れている．鑑別に用いる残品が微量で形態が保持されてい

ない場合は外部形態による鑑別や有毒成分の機器分析によ

る原因植物の特定は困難な場合がある．また，DNAバー

コーディングやリアルタイムPCR法による方法は高額な機

器を必要とし操作が煩雑で検査費用が高額なこと等の短所

がある． 

有毒植物に起因する食中毒の場合，重篤で死に至ること

もあるため適切な治療を早期に開始するためにも原因植物

を迅速に鑑別する必要がある． 

そこで，微量の試料からでもニリンソウ及びモミジガサ

とトリカブトの鑑別を短時間で経済的に行う目的でマルチ

プレックスPCRによる鑑別法の開発を行ったので報告する． 

 

材 料 と 方 法  

1．試料 

ハナトリカブト2検体，オオサワトリカブト2検体，ヤマ

トリカブト4検体，タンナトリカブト1検体，エゾトリカブ

ト1検体，ダイセツトリカブト1検体，，ニリンソウ5検体，

モミジガサ4検体及びテバコモミジガサ1検体を用いた

（Table 1）．また，PCRの特異性を確認するための試料と

して都内の小売店で購入したタマネギ，ネギ，ニンジン，

シュンギク，ハクサイ，アスパラガス，ナス，ゴーヤ，キ

ャベツ，ダイコン，ジャガイモ，ミツバ及びキョウナを用

いた．これらの試料は水で洗浄しペーパータオルで水気を

取り除き，マイクロチューブに秤量後，実験に供するまで

-20℃以下で保存した．  

 

2．装置 

分光光度計はUltrospec 3300pro（アマシャムファルマシ

ア社製）またはNanoDrop 2000C（サーモフィッシャーサ

イエンティフィック社製），サーマルサイクラーは

GeneAmp○R PCRシステム9700（Applied Biosystems社製），

電気泳動装置はMupidミニゲル泳動装置（アドバンス社

製），UV照射装置はNTM-15（UVP社製）を用いた．  
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3. プライマー 

トリカブト，ニリンソウ及びモミジガサの18S rRNA領

域 から26S rRNA領域をコードするDNA領域について比較

を行い，マルチプレックスPCRでの検出を念頭にそれぞれ

の植物を特異的に増幅するプライマーを設計した（Fig. 1, 

Table 2）．なお，プライマーはシグマアルドリッチジャ

パン社に合成委託したカートリッジ精製品を用いた． 

 

4. DNAの抽出 

DNeasy plant mini Kit（キアゲン社製）を用いてキット

添付の操作手順書に従い，試料100 mgよりDNAの抽出を

行った．抽出したDNAは波長260 nmの吸光度を分光光度

計で測定し濃度を算出した． 

 

5. PCR 

単独にプライマー対を用いる場合のPCRの反応液は，

10×PCR緩衝液を2.5 μL，dNTPs（2.5 mmol/L each）を2.0 

μL，EXTaqHS（タカラバイオ社製）を0.2 μL，検出対象植

物の20 μmol/Lのフォワードプライマー及びリバースプラ

イマーをそれぞれ0.25 μL（終濃度0.2 μmol/L），2.5 ng/ μL

No. Japanese name Species Remark

1 Hanatorikabuto Aconitum chinense Obtained from Tokyo Metropolitan Medicinal Plants Garden,
1 May 2008

2 Hanatorikabuto Aconitum chinense Obtained from Tokyo Metropolitan Medicinal Plants Garden,
1 May 2008

3 Ohsawa torikabuto Aconitum isidzukae Purchased in  gardening shop, 5 May 2008 
4 Ohsawa torikabuto Aconitum isidzukae Purchased in  gardening shop, 7 May 2008 
5 Yamatorikabuto Aconitum japonicum Collected in Shiobara, Tochigi, 4 Apr. 2008 
6 Yamatorikabuto Aconitum japonicum Collected in Shiobara, Tochigi, 4 Apr. 2008 
7 Yamatorikabuto Aconitum japonicum Obtained from Tokyo Metropolitan Medicinal Plants Garden,

1 May 2008, Positive control
8 Yamatorikabuto Aconitum japonicum Purchased in  gardening shop, 5 May 2008 
9 Tannatorikabuto Aconitum napiforme Purchased in  gardening shop, 7 May 2008 

10 Ezotorikabuto Aconitum sachalinense Purchased in  gardening shop, 5 May 2008
11 Daisetutorikabuto Aconitum yamazakii Purchased in  gardening shop, 5 May 2008 
12 Nirinsou Anemone flaccida Obtained from Tokyo Metropolitan Medicinal Plants Garden,

1 May 2008, Positive control
13 Nirinsou Anemone flaccida Collected in Koganei,Tokyo, 9 Apr. 2012
14 Nirinsou Anemone flaccida Collected in　Yokoze, Saitama, 7 May 2011
15 Nirinsou Anemone flaccida Purchased in  gardening shop, 12 Apr. 2012 
16 Nirinsou Anemone flaccida Purchased in  gardening shop, 5 May 2013
17 Momijigasa Parasenecio delphiniifolius Obtained from Tokyo Metropolitan Medicinal Plants Garden,

1 May 2008, Positive control
18 Momijigasa Parasenecio delphiniifolius Purchased at the grocery store in Shioya,Tochigi, 9 May 2011
19 Momijigasa Parasenecio delphiniifolius Purchased in  gardening shop, 12 Apr. 2012 
20 Momijigasa Parasenecio delphiniifolius Purchased in  gardening shop, 5 May 2013
21 Tebakomomijigasa Parasenecio tebakoensis Obtained from Tokyo Metropolitan Medicinal Plants Garden,

1 May 2008

Table 1. List of Samples Used in This Study

    18S　ｒRNA ITS 1 5.8S rRNA ITS 2  26S rRNA

   

Fig. 1. Schematic Diagram of PCR Primer Pairs Designed for Aconite  sp, Anemone flaccida  and Parasenecio delphiniifolius

TMOMI-DDF5

TTORI-DF1 TTORI-DR2

TMOMI-DDR6

TNIRI-3R1TNIRI-3F2

254 bp
136 bp

72 bp
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の抽出DNAを1.0 μL加えた後，水で25 μLになるように調

製した．また，マルチプレックスPCRの反応液はトリカブ

ト，ニリンソウ及びモミジガサ用の10 μmol/Lのフォワー

ドプライマー及びリバースプライマーをそれぞれ0.25 μL

（終濃度0.1 μmol/L）加えた他は単独プライマー対を用い

るPCRと同一の組成に調整した．PCR反応はサーマルサイ

クラーで，98℃ 10秒間，60℃ 30秒間，72℃60秒間を1サ

イクルとして9600エミュレーションモードに設定し，40サ

イクル増幅反応を行った． 

 

6. 電気泳動 

PCR反応液5 μLをゲルローディング緩衝液2 μLと混合後，

エチジュウムブロマイドを0.5 μg/mL含有する2.5%アガロ

ースゲルに付加し，TAE緩衝液中100 Vの定電圧で電気泳

動を行った．泳動後，UV照射装置上で予想される増幅長

（トリカブト254 bp，ニリンソウ72 bp，モミジガサ136 bp）

のバンド検出の有無を観察した． 

 

7. 加温処理 

トリカブト，ニリンソウ及びモミジガサ試料に5倍量の

精製水を加え，沸騰水中で15分間及び30分間加温処理を行

った後，DNAを抽出し実験に供した． 

 

結果及び考察 

1. 新規設計プライマーによるPCR 

新規に設計したトリカブト用のプライマー対（TTORI-

DF1/TTORI-DR2），ニリンソウ用のプライマー対（TNIRI

-3F2/TNIRI-3R1）及びモミジガサ用のプライマー対（TM

OMI-DDF5/TMOMI-DDR6）をそれぞれ単独に用いて，ヤ

マトリカブト（No.7），ニリンソウ（No.12）及びモミジ

ガサ（No.17）から抽出したDNAを鋳型としてPCRを行っ

た．その結果，トリカブト用プライマーを使用したPCRで

は，鋳型にトリカブトから抽出したDNAを用いた場合に

想定される増幅長254 bpのバンドが検出されたが，ニリン

ソウ及びモミジガサから抽出したDNAを鋳型にした場合，

バンドは検出されなかった．また，ニリンソウ用プライマ

Primer name Target Sequence Tm value
a) Amplicon

TTORI-DF1 5'-AACCTGCCCAGCAGAG-3' 60.1

TTORI-DR2 5'-AGTCGTTTGAGTATCGGATTC-3' 59.6

TMOMI-DDF5 5'-TGCGGTTGGCTAAAACAC-3' 62.3

TMOMI-DDR6 5'-CATCGTCACAAGACGACG-3' 61.6

TNIRI-3F2 5'-CGAGCATTGCGGTCAA-3' 63.5

TNIRI-3R1 5'-CGACCTACATGCAACGAGT-3' 61.4

a): Tm values were calculated using the Nearest Neighbor Method.

Table　2.　List of Primers for Three Plants Used in This Study

Aconitum  sp.

Parasenecio  delphiniifolius

Anemone flaccida

254 bp

136 bp

72  bp
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ー対を用いたPCRでは，鋳型にニリンソウから抽出したD

NAを用いた場合に想定される増幅長72 bpのバンドが検出

されたが，トリカブトとモミジガサから抽出したDNAを

鋳型にした場合はバンドは検出されなかった．さらに，モ

ミジガサ用プライマー対を用いたPCRでは，鋳型にモミジ

ガサより抽出したDNAを用いた場合に想定される増幅長1

36 bpのバンドが検出されたが，トリカブトとニリンソウ

から抽出したDNAを鋳型にした場合はバンドは検出され

なかった．これらの結果よりトリカブト用のプライマー対

（TTORI-DF1/TTORI-DR2），ニリンソウ用のプライマー

対（TNIRI-3F2/TNIRI-3R1）及びモミジガサ用のプライマ

ー対（TMOMI-DDF5/TMOMI-DDR6）を用いてPCRを行な

うことにより，それぞれの植物を判別できる可能性が示唆

された（Fig. 2）． 

 

2. マルチプレックスPCRの検討 

検査時間の短縮化や経済性を考慮するとトリカブト，ニ

リンソウ及びモミジガサをそれぞれ個別に検出するPCRよ

り，1つの反応系で行うマルチプレックスPCRが適応でき

ることが望まれる．そこで新規に設計したトリカブト，ニ

リンソウ及びモミジガサ用のプライマーを用いてマルチプ

レックスPCRを行った．なお，陽性対照には新規設計プラ

イマーによるPCRで得られたこれら3種植物のPCR増幅産

物をマイクロコンYM50（メルクミリポア製）で精製した

PCR増幅産物を各々0.25 ngを含有する鋳型を用いPCRを行

った．その結果，マルチプレックスPCRにおいてもヤマト

リカブト（No.7），ニリンソウ（No.12）及びモミジガサ

（No.17）のそれぞれに対応する254 bp，72 bp及び136 bp

のバントが検出された．しかし，鋳型を含まないブランク

のPCR反応液の電気泳動において40～50 bp付近にシンプ

レックスPCRでは観察されなかったプライマーダイマーと

考えられるうすい帯状のバンドが観察された．このバンド

はヤマトリカブト，ニリンソウ及びモミジガサのバンドと

は泳動位置が異なりこれら3種植物の鑑別には影響しない

が，より明確な電気泳動像を得るため各プライマーの終濃

度を0.1μmol/LになるようPCR反応液を調整しマルチプレ

プレックスPCRを実施した．その結果，ヤマトリカブト，

ニリンソウ及びモミジガサにおいては予想される254 bp ，

72 bp及び136 bpの明確なバンドが検出され，マルチプレッ

クスPCRの実用の可能性が示唆された（Fig. 3）． 

 

3. 特異性の確認 

本研究で鑑別対象としたトリカブト，ニリンソウ及びモ

ミジガサを家庭等で調理した場合，料理に使用される野菜

片がPCR試料の採取の際に混入する可能性も考えられる．

そこで，マルチプレックスPCRの特異性を確認するため，

タマネギ，ネギ，ニンジン，シュンギク，ハクサイ，アス

パラガス，ナス，ゴーヤ，キャベツ，ダイコン，ジャガイ

モ，ミツバ及びキョウナから抽出したDNAを鋳型に用い

PCRを行った．その結果，いずれの野菜においてもバンド

は検出されずマルチプレックスPCRの特異性が確認された

（Fig.4）． 

 

4. マルチプレックスPCRの検出感度 

マルチプレックスPCRの検出感度を検討するためトリカ

ブト，ニリンソウ及びモミジジガサの抽出DNA溶液を1 

ng/μLに調整した後，10倍希釈系列で10の7乗まで希釈した

DNA溶液2.5 μLを鋳型にし，マルチプレックスPCRを行っ

た．その結果，トリカブト，ニリンソウ及びモミジジガサ

のいずれの抽出DNA溶液においても，10の6乗倍に希釈し

た鋳型（2.5 fg）からもバンドが検出された．トリカブト

の抽出DNAを鋳型に用いた場合のPCRの結果をFig.5に示

した． 
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5. 加熱処理によるマルチプレックスPCRへの影響 

トリカブトの喫食が原因と思われる食中毒が発生した場

合は，おひたしや鍋にした残品など加熱調理後の試料につ

いて鑑別を行う場合も想定される．キノコによる食中毒を

想定して加工調理の影響について検討した報告16,17)におい

て，煮る，焼く，揚げるの一般的な調理法はPCRの結果へ

の影響が少ないとされている．トリカブトについても調理

によるPCRへの影響は少ないと考えられるが，確認のため

ヤマトリカブト（No.7），ニリンソウ（No.12）及びモミ

ジガサ（No.17）を沸騰水中で15分間及び30分間加温処理

後にDNAを抽出しPCRを行った．その結果，15分間及び

30分間加温後のいずれの試料からもそれぞれ想定される増

幅長のバンドが観察され，本法は加熱調理後の試料につい

ても適応できる可能性が高いことが確認された（Fig. 6）． 

6. 実用性の確認 

開発したマルチプレックスPCRの実用性を確認するため

収集した試料についてPCRを行った．その結果，トリカブ

ト属については実験に供したすべての試料（ハナトリカブ

ト，オーサワトリカブト，ヤマトリカブト，タンナトリカ

ブト，エゾトリカブト及びダイセツトリカブト）から想定

される254 bpのバンドが検出された（Fig. 7A）．ニリンソ

ウについても実験に供したすべての試料から，想定される

72 bpのバンドが検出された（Fig. 7B）また，モミジガサ

及びモミジガサと区別されずに山菜として食されていると

考えられるテコバモミジガサ18)においても136 bpのバンド

が検出され実用性が確認された（Fig. 7C）． 

これらの結果によりトリカブトが原因と思われる食中毒

が発生した際には我々が設計したプライマーを用いてマル

M: 100 bp ladder, Lane 1-11: Aconite samples (No.1-No.11), Lane 12-16: Windflower samples (No.12-No.16), 
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チプレックスPCRを行なうことにより，残品が少なく形態

からの鑑別が困難な試料においても，トリカブト，ニリン

ソウ及びモミジガサを鑑別できることが明らかとなった．

今後は検査費用や高額な機器が必要になるが，より迅速な

鑑別が可能になるリアルタイムPCRによる鑑別方法につい

ても検討を行いたい． 
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  Development of multiplex PCR for discrimination of aconite (Aconitum sp.), soft windflower (Anemone flaccida) and 

momijigasa (Parasenecio delphiniifolius) 

 

Kimio MONMAa and Mitsuo OISHIb 

 

Here, we developed a multiplex polymerase chain reaction (PCR) to discriminate aconite (Aconitum sp.), soft windflower (Anemone 

flaccida), and momijigasa (Parasenecio delphiniifolius) both quickly and economically. The three plant species were first discriminated 

by performing a multiplex PCR using newly designed primer pairs specific to each species. Next, we tested for the presence of DNA in 

samples of aconite, windflower, and momijigasa by applying our PCR method. The expected bands were detected from samples soaked 

in boiling water for 30 minutes. Furthermore, detection limit of our PCR method was assessed by using 10-fold serial dilution of 

samples DNA. Results showed that specific band was even detected in diluted templates (2.5 fg) of ten to the power of six. Next, we 

tested the utility of the developed multiplex PCR by applying the technique to collected samples. Results showed that aconite DNA was 

detected in 11 different aconite samples. However, aconite DNA was not detected in five soft windflower samples, four momijigasa 

samples, one tebakomomijigasa (Parasenecio tebakoensis) sample, and 13 vegetables. Similarly, soft windflower DNA was detected 

only in five soft windflower samples, whereas momijigasa DNA was detected only in four momijigasa samples and one 

tebakomomijigasa sample. These initial data suggest that the developed multiplex PCR may be a useful tool for discriminating among 

these three plant species. 

 

Keywords: aconitum, soft windflower (Anemone flaccida), momijigasa (Parasenecio delphiniifolius), discrimination, PCR 
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