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緒

食品照射とは、放射能誘起の恐れがない低線量の 7線、電子線等の放射線を食品に照射

することにより、発芽抑制、熟度調整、殺虫、殺菌等をおこなう新しい食品保存技術であ

る。従来の食品保存技術としては、加熱、乾燥、冷蔵、冷凍、真空等の物理的手法や、殺

菌剤、殺虫剤、保存料の食品への添加等の化学的手法がある。食品照射はそれらの方法と

比較して、処理による温度上昇がほとんどなく新鮮なままあるいは冷凍のままで処理でき

ること、密封した状態で照射できるので二次汚染の心配がないこと、食品に殺虫剤、殺菌

剤等の化学物質の残留の問題がないこと等の利点がある。食品照射の主な用途としては、

ジャガイモ・タマネギ等の発芽防止、穀類・野菜類・果実類等の殺虫、香辛料・冷凍肉 ・

冷凍エビ等の殺菌がある。また実用上用いられる照射線量は、発芽防止でO.15 kGy以下、

殺虫でO.3'" 1 k旬、殺菌で5"'30kGyであるト的。

我が国では、 1972年にジャガイモの発芽防止に食品照射が許可されたが、その後許可品

目は追加されていなし1。しかし、 1980年に国連食糧農業機関/国際原子力機関/世界保健

機関 (FAO/IAEA/剛0)の「照射食品の健全性に関する合同専門委員会Jが、平均10kGy以

下の線量で照射した食品の健全性に問題はないという安全宣言を出して以来、各国で食品

照射の許可や実用化が一段と促進されてきた。さらに近年エチレンオキサイドや二臭化エ

チレン等の煉蒸剤やポストハーベストに使用される農薬の安全性が問題となり、この代替

技術としても関心が高まってきている。 表 lに示すように、 1991年現在、照射許可国は

37ヵ国、許可食品は肉、魚、エビ、穀類、野菜類、果実類、香辛料など 115品目にのぼっ

ている 8)。

照射食品の実用化にともない、照射許可国では照射表示の不正防止や再照射防止等のた

め、また不許可国では照射食品の流通防止のため、照射の有無を判別する検知法の確立が

求められてきた。 1987年には欧州議会(EC)において検知法が確立しない限り照射食品の域

内の自由流通は認めないことを決定し、 1988年にはFAO/IAEA/制O合同会議が検知法を早期

に開発するように決議を行った。しかし、長年の研究にもかかわらず、実用線量における

検知法の確立はきわめて困難であり、とくに全ての食品に汎用できる検知法の確立につい

てはほぼ不可能であると考えられるに至った。一方，個別の食品または食品群毎の検知法

については、いくつかの実用可能と恩われる報告が提出されはじめた。そこで、 FAO/IAEA

の主催により1990年から 5年計画で「照射食品の検知法に関する共同研究計画Jが開始さ

れ、検知法の確立をめざすこととなった。
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この第 l回会議 (1990-{手、ワルシャワ〉において検知法が備えなければならない技術的

原則が検討され、以下ようなの項目が確認された。すなわち照射および非照射が明らかに

区別できる訟別性、他の加工法により同様の変化を誘導しない特異性、食品の有用保存期

間を通じての測定パラメーターの安定性、再現性と反復性.実用照射レベルまで検知可能

な感度等を満たすことなどである。また定量法1確立の困難さから、まず定性的な照射の有

無を判定する検知法の開発を優先することとした。また誤判別が起こりえない絶対的な照

射の有無判別のための検知法の開発は困難と考えられることから、最終判定は複数の独立

した方法により総合的になされることが望まれた 7)。

これまでに従来された照射検知法のうち実用可能と与えられるものとしては、電子スピ

ン共嶋 (ESI~) 法による骨付肉及び魚の骨、;海老及び貝類の殻等の測定8 ・ 1 0)、 熱発光

(T L)法による香辛料及び乾燥野菜の測定 11幽 13)等極めて少ない。著者は 7線照射によ

る食品の照射影響と検知法開発に関する研究を先駆的に進め、発足当初から上記の「照射

食品の検知法に関する共同研究計画」に参加している。

本研究では、香辛料、果実類、穀類等の植物性食品を対象とし、 7線による照射影響を、

物理的・化学的・分子生物学的 ・生物学的な方向から様々な手法を用いて検索し、その変

化を明らかにした。すなわちラジカル生成やエネルギー状態の変化等物理的な変化に対す

る電子スピン共鳴 (ES R)法および熱発光 (TL)法による検索、食品成分の化学的な

変化に対するガスクロマトグラフィー (GC)法および高速液体クロマトグラフィー (H

P L C)法による検索、食品中に含まれる絞DNAの分子生物学的な変化に対する電気泳

動法やガスクロマトグラフィー質量分析 (GC-MS)法による検索、食品が含有する種

子の生物学的変化に対する発芽抑制を指標とする検索等を行った。その結果、 ESR法に

おける香辛料の副シグナルの出現、柑橘類やサクランボ、リンゴにおける発芽抑制及び玄

米・玄麦における発恨抑制、核DNAにおける分子サイズの減少等を照射による変動因子

として見い出した。それらについてさらに検討を加え、香辛料では副シグナルを指標とし

たESR法、柑福類等ではhalf-embryotestを照射の有無判別のための検知法として、玄

米及び玄友では発芽試験をスクリーニング法として確立した。またTL法による照射香辛

料の検知法についてその実用化の可能性について検討した。

以下にこれらの研究内容を詳述する。

3)伊藤均"食品保蔵、殺菌への放射線利用"NClf Food lndustry， 28( 12). 17 22 

(986) 
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第 1章食品照射における物理的変化と検知法

1. 1 放射線照射による物理的変化

食品が放射線照射を受けると、まず最初に食品を構成する原子や分子は放射線の荷電粒

子との衝突や近傍の通過により無差別にエネルギーを付与され、非常に不安定なイオン対

や励起分子を生成する。これらは電離中心の通過した周囲に不均一に存在する。これらの

不安定な生成物は近接する分子と反応して活性化イオン、ラジカル、励起分子等を形成す

る。生物体においては、細胞の約70%をしめる水が水素イオンラジカルや水酸基ラジカル

等のラジカルを多数生成する。このように、照射により最初にしかも短時間の聞に物質内

に引き起こされる、主にエネルギー状態の変化を物理的変化とよぶ。これらの生成物は一

般に不安定で、余剰エネルギーを分子内または分子間で移行させて安定な状態に戻る。し

かし周辺のマトリックスにより安定化され、活性化イオン、ラジカル、励起分子等の状態

で長期間存在する場合もある。

このような物質のエネルギー状態の変化を検出する方法としては、ラジカルを測定する

電子スピン共鳴 (ElectronSpin Resonance : E S R)法、 励起分子を加熱することによ

り発光させる熱発光 (Thermoluminescence: T L)法、過酸化物をルミノール溶液と反応

させて測定する化学発光 (Chemiluminescence: C L)法などがある。

これらの方法については、照射食品の検知のためにいくつかの検討がなされており、

ESR法による肉・魚・えび・貝類の骨または:殻 1-6)、香辛料や乾燥野菜1.7)、タマネギ

の皮6)、果実の種子、果柄および果皮1.9.10)、TL法による乾燥食品、特に香辛料 11-19)、

CL法による香辛料、粉ミルク、タマネギ、ジャガイモ 2O. 21)等の測定が報告されている。

これらの方法の中にはかなり実用性の高いものもあり、特にESR法とTL法は有望な手

法と考えられる。

一方、香辛料の多くは植物体を乾燥して使用するため保存中に害虫やかびによる被害を

うけやすいが、有効で安全性の高い防御法が少ない。しかも、乾燥体であるため照射によ

る品質の劣化を受けにくい。そのため香辛料は照射の実用化が最も進んでいる食品の 1つ

であり、殺虫および殺菌を目的として数十カ国で放射線照射が許可されている。また、殺

菌を目的としているために10--30kGyの高線量照射が行われる場合が多い。そのため、照

射香辛料の検知法の開発は急務であった。

そこで、照射香辛料についてESR法によるスペクトルの変化を調べ、新たに見いだし

た照射特異性のある副シグナルの検知法への適用を検討した。また熱発光法による測定法

の比較検討および実用化の可能性について評価を行った。

1. 2 電子スピン共鳴 (ES R)法による照射香辛料の検知法に関する研究

1. 2. 1 ESRのトウガラシスペクトルにおける照射影響

照射した牛肉、豚肉、家禽肉、魚類、えぴ、かに、員類等の検知法としてその骨または

殻のESRスペクトルを測定する方法は、骨や殻の中でラジカルが安定化されるため長期

間測定可能であり、信頼性が高く、有望な検知法の一つであるト的。

一方、照射香辛料の検知法にESRを用いる試みはDodd1)やYang7)らによって行われた

が、それらは主ピークの変動を指標としており、照射数週間後には判別が不可能となり検

知法への適用は困難であると報告された。

そこで、改めてトウガラシ、黒コショウ、白コショウの3種類の香辛料について10、30

および50kGyで 7線を照射し、それらのESRスペクトルの変化について詳細に検討を行

った。いずれの香辛料においても g値2.0043に主シグナルがみられ、照射線量の増加につ

れてシグナル強度も増加した(Fig.1 & Fig. 2)。しかしこの主シグナルは香辛料を1000Cで

1時間加熱した場合にも増加し照射に特異的ではなかった(Fig.3)。

一方、照射トウガラシにおいては、主シグナルの他にそれより -30Gの位置に、非照射

トウガラシではみられない副シグナルが存在することを見い出した(Fig.4)。 この副シグ

ナルは、主シグナルと比較して強度は 1110--114と小さかったが、照射試料にのみ検出さ

A 
8 

19-2∞43 

Fig.1. ESR spectra of radicals produced in white pepper(fP) and black 
pepper(BP) by γ-irradiation 
A:spectra of 'P， B:spectra of BP 
a:unirradiated， b:irradiated at lOkGy， c:at 30kGy， d:at 50kGy 
ESR spectra of 'P and BP were measured at amplitudes of 790 
and 125， respectively. 
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さらにシグナまた加熱や光照射による生成はみられず照射特異的であった(Fig.3)。れ、

このシグナルの強度は、主ル強度と照射娘量には直線的な相関関係がみられた(Fig.5)。

a シグナルと同様に照射後 1--2カ月で大きく減少するがその後はあまり変化せず(Fig.6)、

照射12カ月後においても検出可能であった(Fig.7)。

Amp.7 .9x 1 00 

---一一一一

a 

a‘ てa::レrムョ

• 

140 

120 
〉、

ー
的
c 
ω -c 
何
C 
c)) 

的

Q) 
〉

ー《百
ω 
江

80 

red pepper(RP) by r -irradiation 
c:at 30kGy， d:at 50kGy. 

radica1s produced in 
b:irradiated at 10kGy， 
the subsigna1. 

4. ESR spectra of 
a: unirradiated， 
The arrows show 

Fig. 

Black pepper(BP) and red pepper 

50 

Fig.2. Radical production in white pepper(fP)， 
(RP) by r -irradiation 
a:WP， b:BP， c:mainsignal in RP. 
The relative signal intensities of the mainsignal with g=2.0043 were 
measured at the amplitude of 790. 

30 

Dose(I<Gy} 

10 。

。』O-
』
三
帥

c
o
-c一一
司
C
O
-凶
世
〉
Z
司
一世
江

崎，
‘

‘

.

区
J

・

A
-

司

令

。

。
，
‘
‘
.

伺

』

o-
ト
立
的

co-c一
品
司
C
O一
的
。
〉
ニ
同
一
mwg

b 

Red pepper 

D Red pepper 
Y.lrradiated at 10 kGy 

10 G 

〆

C Whlte pepper 

~二

Black pepper 8 

A 

50 30 、。
10 G 

Dose(kGy) 

。
↓ 

，一一戸~

in red γ-absorption dose and radical production 

RP 
RP were measured at the amplitude of 

Relationship between 
pepper(RP) 
a:mainsignal in RP， b:subsignal in 
The relative signal intensities in 
100 at 17days after r -irradiation. 
Values are means:tSD for four trials. 

10 G 

Fig.5. 

Fig.3. ESR specra of the three kinds of peppers heated at 10QoC for one hour 
a:intact， b:heated. 
The arow in spectrum D shows the subsignal. 

8 



~一一

↓ 

D 

A 

日

らーーーー--<

¥0 G 

B 

5 

内

u

{
O

∞h
・a
E〈)去一的
Cω
-cこの
c
o
a
ω
〉一百一
ωは

A 

a 

10 

nu 

内
ζ(。O
F
.
a
E《
)
h
Z帥

C
2
5
一何

c
m一的

ω〉
Z
の一

ω広

9 6 

Time(month) 
3 。12 9 6 

Time(month) 
3 。

12 

Amp.7.9xl00 

Fig.6. Decay curves of radicals produced in red pepper by i irradiation 
A:mainsignal intensity(g=2.0043)， B:subsignal intencity 
a:unirradiated， b:irradiated at 10kGy， c:at 30 kGy， d:at 50kGy 

A C Fig.8. Identification of radicals in 
computer-simulation method 
A: a simulated spectrum of methyl radical 
B: a simulated spectrum of combined methyl and phenoxyl radicals 
C: a simulated spectrum of combined methyl. phenoxyl and peroxyl radicals 
0: a spectrum of RP i irradiated at 30 kGy 

γ-irradiated rcd pepper(RP) by a 

Amp.7.9x 100 
Amp 7 9x 100 

b J. 
ーー-〆ー

その他の照射香辛料への適用の検討

トウガラシ以外の8種類の香辛料について照射による副シグナルの生成の検討を行った。

3 2. 1 . 
Amp.l x 1000 

Fig.1. Comparison of the ESR spectrum of red pepper measured immediately after 
i -irradiation(10kGy) with that measured after one year 

Amp.7.9x 100 

その結果、オールスパイスおよびシナモンにおいてトウガラシと同様の副シグナルが観察
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また照射後 1年またシグナル強度と照射線量に相関がみられ(Fig.10)、を受けなかった。

ターメローレノレ、さらにセロリリーフ、間貯蔵しても検出可能であった(Fig.11 & 12)。

グロープに白コショウ、しかし黒コショウ、リックにおいても副シグナルが検出された。
照射 トウガラシESRシグナルのラジカル種の推定2 2. 1 . 

おいては主シグナルの増加のみで副シグナルは検出されなかった。
新たに見い出した、照射により生成したトウガラシのESRシグナルのラジカル種を推

Fig. 8に示すようにメチルラジコンピュターシミュレーションを行った。定するために、

フエノキシラジカルおよびパーオキシラジカルのスペクトルを組み合わせることにカjレ、

このことから、より、照射トウガラシのスペクトルとよく一致したスペクトルが得られた。

副シグナルはトウガラシの主シグナルは主にフエノキシラジカルとパーオキシラジカル、

主にメチルラジカルに由来すると推定された。
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熱発光 (TL)法による照射脊辛料の検知法に関する研究3 1 . 
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γ線照射による

照射の有無判別法としての可能性、検出限界等について検討し、評価を行

ぜ{接測定法

抽出溶媒、そしてこれらの測定法の分析上の問題点、過したものとした。

TL  債の変化、

2 3. 

った。

1 . 

前処理すること30 kGyで照射した14種類15検体の粉末香辛料を、10、非照射及びi、5、

7線照射による香辛料のTL盆の変化を調べたCTableなく試料1IllにのせてTLを測定し、
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γ線照これらの結果を分布図で示し香辛料全体としての変化を調べたところCFig.13)、

15 

非照射試料と30kGy照射試料においても分布範囲が

14 

射によるTL量の増加はみられたが、

大きく重複していた。



またHcidcらは照射香辛料において10kGyから判別可直接測定法は非常に簡便であり、

今回の結果からは30kGy照射試料においても照射の有無能であると報告しているが I5)、

を判別することは困難であった。

抽出濁定法

1 )鉱物質の抽出

3. 3. 1 . 
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これらの香辛料には Autio19穏類27検体の香辛料を用いて抽出測定法の検討を行った。

抽出溶媒についらI8)が報告しているような肉眼で識別できる混入物はみられなかった。
5 
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ヨ
ω
c てはポリタングステン酸ナトリウム溶液が比iff2以上あり香辛料と鉱物質の分離に適して1 I<:Gy 口
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回 いるが、高価で有害性がありしかも我が国では入手に時間がかかる。そこで代替として比
@
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官1.6のタングステン酸ナトリウム飽和溶液の使用可能性を検討したところ、粉末香辛料
8 

27検体中17検体で良好な抽出物を得ることができた。

スターアニス、タイムまたノ〈ジノレ、セロリリーフ、マジョラム、マスタード、セージ、
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の7検体は、タングステン酸ナトリウム飽和溶液ではト分な分離が得られなかったが、ポ
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@ これら 7リタングステン酸ナトリウム溶液によりほぼ良好な抽出物を得ることが出来た。
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1.1. 

このよう検体は微粉末であり、粒子が非常に細かいため、此降しやすいものと思われる。

試料の約2/3で良好な抽出に最初にタングステン酸ナトリウム飽和溶液で抽出を行うと、5 

4 
ヨ
ω
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物が得られ、分離が不十分な場合も抽出物にポリタングステン酸ナトリウム溶液を加える191<:Gy 図

2種類の溶媒による抽出を行うこととしことにより使用量を削減することができるので、
3 
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e』 各積香辛料における鉱物質画分の収事はTable2に示すように、 0.02--5.28%であった。
1.1. 

しかし、収率 1%以上の試料はいずれもその大部分が混入した有機物であり、今回用た。8 

いた香辛料中の鉱物質の含有率はおよそ0.1%以下と推定された。

しかし、オールスパイス 2検体及びシナモン 1検体はポリタングステン酸ナトリウム溶

液を用いると全く沈降物が得られず測定が不可能であった。これらの香辛料は植物体の内

部を用いているために鉱物質の付着がほとんどなかったものと考えられる。
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2)γ観照射によるTL量の変化V し

非照射及びl、5、10、30kGyで照射した19種類27検体の香辛料のうち、抽出物を得るこ

γ線照射の影響を検討したCTable2)。とができた18種類24検体についてTL量を測定し、
Fig. 13. TL intensity ranges of unirradiated and irradiated spices measured 
whole samples その結果、今回測定したすべての試料において 7線照射による TL量の大幅な上昇が観察

された。すなわち、非照射ではO.02--38. 3nC/mgだったTL誌が、 1kGy照射ではo.21--

17 
16 



irradiation on TL Intensity of Minerals Separated from Spices 7 Effect of Tab I e 2. 

Yield 
(施〉 30 kGy 10 kGy 1 kGy o kGy Spices 

O. 56:t0. 17(1. 0) 5. 42:t2. 74(9. 7) 1. 79:t0. 99(3. 2) 9. 97:t8. 52(5. 0) 48. 9:t3. 15 (87) 
1. 86:t0. 55(1. 0) 67. 6:t27. 7 (36) 165:t 68 (89) 235:t 60(26) 313:t 79(68) 
1. 20:t O. 08( 1. 0) 1. 93:t O. 46( 1. 6) 2.35:t O. 75(2.0) 3.01:t 1. 10(2.6) 19.5:t 14. 3 (6) 
2. 14:t0. 87(1. 0) 567:t 157(265) 947:t 175(442) 1048:t 233(489) 1284:t 144(600) 
O. 27:t0. 19(1. 0) 2. 53:t 1. 09(9. 6) 4.01 :t4. 73 (5) 4. 92:t 1. 36 (8) 24. 3:t22. 3 (92) 
O. 03土0.000.0)0.21:t O. 15(6.7) 1. 27:t 1. 03 (40) 4.52:t 3.65(41) 12 6:t 11. 5(393) 
O. 60:t0. 08(1. 0) 1. 99:t0. 82(3. 0) 7. 08:t5. 27 (1) 4.36士2.43(7.0)15. 6:t 10. 8 (26) 
O. 79:t0. 22(1. 0) 7. 12:t2. 53(9. 0) 3. 88:t3. 19(4.9) 11. 3:t 8.1 (4) 63. 4:t60. 7 (80) 
3. 67士1.44(1.0) 115:t 36(31) 162:t 55(53) 537士 128(46) 184:t 79 (50) 
O. 53:t0. 69くし0)7. 23 :t7. 72 (14) 16.4:t 5. 7 (31) 17. 6:t 8.7 (33) 25. 1:t 19.9 (47) 
0.17:t0.06(1.0) 24.7士10.4(145)3. 23:t0.09 (9) 23.4:tl1.6C(38) 19.8:t 2.0(17) 
O. 05:t0. 03(1.0) 7. 85:t4.42(57) 51.6:t26.5(1032)29.4:t14.6C588) 114+ 38(2272) 
0.02:t0.Ol(1.0) 3. 14:t5.13(57) 1. 59:t0.63 (80) 5. 11:t5.58(256) 11.4:t10.9(570) 
0.10:t0.04(1.0) 2. 33:t0.96 (25) 29.8:t42.0(314) 16.1:t13.5(67) 53.6:t17.3(563) 
O. 05:t0. 02(1. 0) 1. 59:t0. 96 (32) 5.04土0.12(01)2. 37:t2. 58 (47) 64. 8:t66. 1(296) 
38.3:t 35. 3( 1. 0) 790:t 330 (21) 2179:t 766 (57) 2090:t 1136 (54) 2112:t 184 (55) 
1. 96:t1. 37(1. 0) 112:t 47 (57) 67.0:t40.4 (34) 91.4:t45.9 (47) 153:t 63 (78) 
1. 13:t0. 21(1. 0) 37. 4:t 16.8 (33) 53. 6:t 17. 3 (47) 39. 7:t26. 6 (35) 24. O:t 12.8 (21) 
2. 89 :t 1. 44( 1. 0) 117士 79(41) 26.9:t 4.4(9.0) 74. 6:t 20.9 (26) 93. 1士O.0 (32) 
0.88:t0.53(1.0) 77.1:t 0.0(7.6) 126:t 0(42) 68.0:t28.4 (77) 831:t 0(944) 
1. 87:t0. 72(1. 0) 40. 9:t 15.9 (22) 95.0:t 4.1 (51) 168:t 66(06) 242:t 38(29) 
25. 2:t 12.3(1. 0) 873:t 43 (35) 2327士522(92) 2802:t 139Cll1) 1810:t 509 (72) 
5. 33:t 1. 72(1. 0) 282:t 62(53) 149:t 45(28) 113:t 64(21) 118:t 91(22) 
1. 24:t0. 00(1. 0) 2.11:t0.lO(1.7) 6.21:t0.00(5.0) 14.8:t12.0 (2) 30.3:t31.9 (24) 

1. 18:t 0.79 
O. 07:t O. 01 
O. 18:t O. 04 
O. 14:t O. 01 
0.10:t0.05 
O. 40:t 0.09 
O. 17:t O. 03 
O. 09:t0. 03 
1. 29:t 0.54 
5. 28:t 2.37 
O. 06:t 0.01 
4. 13:t 0.62 
1. 29:t 0.45 
O. 03:t O. 01 
O. 11:t O. 12 
O. 04:t O. 01 
0.31:t0.29 
O. 58:t 0.33 
O. 02:t0. 01 
0.04:t 0.03 
O. 25:t 0.08 
O. 20:t 0.06 
O. 13:t 0.07 
0.02:t0.01 

Basil 
Black-pepper (1) 
Black pepper (2) 
Celery leaf 
Cin陥mon(1) 
Cinnamon (2) 
Coriander (1) 
Coriander (2) 
Cummin 
Dill 
Iρrel 
Marjoram 
Mustard 
Nutmeg (1) 
Nutmeg (2) 
Red pepper 
Rosemary C 1) 
Rosemary (2) 
Sage 
Staranis 
Thyme 
Turmeric (1) 
Turmeric (2) 
ihite-pepper 

t

一∞

) : rate of increase. for 5 or more trials. Data: m伺 nof TL intensi ty(nC/mg):t S. D. 

Frequency Frequency Frequency Frequency Frequency 
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873 nC!mgで1.6--265倍、 5kGy照射では1.27 --2327 nC!mgで2.0-1032倍、 10kGyでは
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能であった。

"般に流通する食品においては同一ロットの非照射試料を得ることはできない。しかし、

そこで!照射の有無判別の基準となる閥値を定める必要がある。 Fig.14に各照射線量におけ

る脊辛料のTLM:の分布を示した。照射線誌に相関してTL母は大きく増加しているが、

香辛料の柿矧やロットによる変動が大きいため分布範囲が広がり、非照射とl、5、10kGy 

非照射と30kGy照射についても分布に若干の重複があり完照射のやj別は凶難であった。

たとえば10nC!mgを岡値とすると、非照射の 2試料は誤って照全な判別は閑難であった。

射と判定されるが、 30kGy照射のすべての試料は照射と正しく判定され、 30kGy以上のス

クリーニングには適用可能である。

Tablc 2に示すように同種類のまた、書辛料金体としての関値の設定は困難であるが、

そこで測定件香辛料はロットが異なっても非照射時のTL電は近似している場合が多い。

判別の確度を向上させることが可数を増加させることにより各香辛料毎の関値を設定し、

また産地や部位によるバラツキが予想しかし、香辛料の穐類は非常に多く、能であろう。

され、すべての脊辛料について設定することは困難である。

レッドペッパー及びターメリック(1)は、非照射時のTLi止が38.3及び25.2 nC!mgと非

しかしこれらの試料は照射後のTL量も極め照射済みの可能性も考えられた。常に f(~ く、

そのためて商いことから、付着していた鉱物質がエネルギーを蓄積しやすい結晶であり、

自然政射線によりエネルギーを蓄積したものと推測された。

刷。一
vυω-H九円同

これは抽出された鉱物質のエ測定値のバラツキは、直接測定法よりさらに大きかった。

kS一ぷ
O

そこで抽出物のTL測定の場合も、

その平均値を求めることとした。

ネルギー蓄積i誌が粒子毎に大きく異なるためである。

5回以上繰り返して測定し、
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再標準化法4 3. 1 . 

非照射及びl、5、10、30kGyで照射した9検体の香辛料を用いて再標準化法を検討した。

ωωυJ
明。∞

その残澄をl試料は抽出測定法に従って抽出物のTL量 C1次TL量〉を測定したのち、

J

コω句
国

その結

果、すべての肴辛料において γ線照射によるTL比の大幅な増加が観察された。非照射試

20 

kGyで再照射し、再びTL量 C2次TL量〉を測定してTL比を求めたCTable3)。



料におけるTL比はO.01--O. 30と低いが、 1kGy照射では0.34-10.2、5kGyでは0.84-

照射試料のTL比は非照射3.86、10kGyでは1.13--5.62、30kGyでは1.57--260となり、

BkGy ロ
4 

2 

ヨ
ω
z
e
コ
eeLhh

TL比は最初に照射されていた線量と同一線理論的には、試料の5.8-6500倍であった。

6 量で再照射された場合には I、高い線量で照射されていれば1より大きく、また非照射の

場合には 1より小さくなる。実際には保存期間中の減衰や試料のバラツキ等によりやや低

めで幅ができることになる。今回の測定結果はこれとよく一致していた。

8 
Fig. 15に各照射線量におけるTL量の分布を示した。非照射試料と照射試料のパラメー

1 kGy 
4 

2 

〉

U
Z
凶
コ
ロ
凶
E
h
-

ターの分布範囲の重複がほとんどみられず、 i直接測定法や抽出測定法と比較して、判別能

ロ
6 

ま也が格段に向上した。非照射と5kGy以上照射した試料では完全に判別が可能であった。

非照射のたヒストグラム上、非照射試料と1kGy照射試料のTL比が重なってみえるが、

TL比の最高値はO.30、1kGy照射の最低値はO.34であり重複はしていない。

@ 

6 
5 kGy 図

4 

2 

訪

ω
z
o
s
u
ω
』

h-

照射されたすべての検体が正しく判定されTL比の闇値を0.3に設定すれば、従って、

るが、非照射の 1検体が照射と誤判定されることになる。一方闇値を0.4-0.7の問に設定

すれば、 1kGy照射の l検体が非照射と誤判定されるものの、 5kGy以上照射したすべての

関値を決定す検体と1kGy照射の約90%が正しく判定され、非照射検体の誤判定もなし1。

るためには、さらに多くの試料について測定を行う必要があるが、今回の結果からはTL
8 

1 B kGy 圏
4 

B
u
c
e
コ
U@Lhh

2 

比O.5を闘値とするのが妥当ではないかと思われる。
6 

TLを用いる照射香辛料の検知法の評価5 3. 1 . 

γ線照射により結品中にエネルギーを蓄積し、香辛料に付着しているある種の鉱物質は、

8 

6 
39 kGy 圃

4 

3
u
c
e
コ
Uω
』

hh

それにより TLの増加をひきおこすため、照射の有無判別の指標として非常に有用である

と考えられる。今回の実験においては、その実用性を評価するために、測定が困難である

と予想される試料を用いて比較検討を行った。すなわち、鉱物質の含有量が低い精製され

しかも照射後 1年間経過した試料を用いた。た市販の香辛料で、
2 

その結果、直接測定法により香辛料をそのまま測定すると、香辛料中の鉱物質量が極め

lBB 19 

Tl ratlo 
9.1 9.B 1 

8 
て低いこと、香辛料自体がパックグラウンドを上昇させる場合があることなどにより、照

射試料と非照射試料に有意な差が見られない場合も多く、全体として照射の有無を判別す

ることはほぼ不可能であった。

Fig. 15. TL ratio ranges of unirradiated and irradiated spices using 
renormalized measurement 

ー 23-

一方、抽出測定法により鉱物質を抽出して測定を行うと、同一ロットではコントロール

しか

し、一般に流通する食品ではコントロール試料を得ることはできない。そこで照射の有無

試料と照射試料のTL量に大幅な差がみられ、照射の判別を行うことは容易である。
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を判別する基準となる凶値を定める必要がある。 ーノ'jTL訟は、測定用試料中に合イfされ

る鉱物質の性質および設により大きく変動するため分布に大きな特があり、非照射ぷ料と

10 kGy以下の照射試料とのす~J別は困難である。 30 kGy~、射試料ではほぼ判別口J能であるが、

10 nC/mgを凶他とすると非照射の2検体が誤判定されることになる。

再標準化法はその問極点を先服するために考え出された手法である。抽出物の 1次TL

量を測定した妓涜に再照射を行い、 2次TL量を測定して両者の比をとることにより、試

料毎のバラツキを相殺することができた。しかも香辛料の種類やロットによる差、さらに

測定機器や測定方法による差も相殺することになり、検知法として実用性にも優れたもの

となった。 J照射判定も、闘怖を0.5と設定す・ることにより、今回の粉製され照射後 1年経

過した試料においても、 5kGy以上照射した誠料ではすべてぷりなく判別され、 IkGy照射

試料でも約90%が正しく判定された。以上の結果から、香辛料の照射の有無の検知法とし

てTLの再検準化法か精度、検出限界ともに最も優れ、照射去示や不詳可輸入品の法的な

規制に対しても十分に適用可能である。

ただし、再傑準化法においては再照射を行う必要があるが、そのための照射施設が限ら

れていることが実用化にあたっての最大の問題点である。再照射の簡易化について検討が

進められているがまだ卜分ではなし、。そこで、抽出測定法により得られたTL最をもとに

スクリーニングを行い、 一定以上をポした試料についてのみ再標準化法で判定を行うのが

実用的であると結論できる。

別は不可能であった。抽出測定法では 7線照射により熱発光量が大幅に上昇したが、判別

にはまだ不十分であった。再標準化法を用いると、 1kGy照射試料では90%、5kGy以上の

照射試料では完全に判別可能であり、検知法として非常に優れているこ止が確認された。
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第 2章 食品照射における化学的変化と検知法

2. 1 放射線照射による化学的変化

食品が放射線照射を受けると、前章で述べたようにまず照射エネルギーが付加され不安

定な活性化イオン、ラジカル、励起分子等が生成される物理的変化がおこる。次にそれら

は周辺に存在する分子と反応し、エネルギーをより安定な状態に変化させようとする。生

物体においては、糖、タンパク質、脂肪、初油成分等の生体成分と反応し、付加または分

解により新たな化合物の形成や既存の化合物の削減等をひきおこす。このような物理的変

化に引き続いて起こる化合物の生成、分解等の変化を放射線照射による化学的変化と呼ぶ。

化学的変化を指療とした照射検知法としては、照射に特有な化合物の生成が望ましいが、

照射に特有でしかも実用線量でも検出可能という条件を満たすことはきわめて難しい。そ

れらの化合物の検出にはガスクロマトグラフィー(GC)法や液体クロマトグラフィー(HPLC)

法等が用いられる。

照射検知の可能性があると報告されている化合物は、鶏肉・豚肉・魚肉 ・エピにおける

oチロシン I)、脂肪・肉類におけるアルカン類およびアルケン類、とくに hcptadcccnc、

tctradeceneおよびhexadccadiene2ベ〉、鶏肉 ・豚肉等における2alkylcyclobutanone類5)

で、主に γ線照射により脂肪から生成する化合物である。また照射による食品成分の化学

的変化を明らかにすることは、検知法開発のためだけではなく照射食品の安全性や栄益価

の点からも重要である。

2. 2 照射グレープフルーツの成分変化に関する研究

2. 2. 1 J照射グレープフルーツの現状

グレープフルーツ CCitrusparadisi Macf. )はその大部分を米凶など諸外国からの輸入に依

存している。米国ではグレープフルーツ等柑橘類に寄生する地中海ミパエの殺虫煉蒸に二

臭化エチレン(EDB)を使用してきたが、 その発ガン性が明らかになったため使用祭止とな

り、その代替の 1っとして 7線照射を許可した。我が国に輸出する場合には他の方法を用

いることになっているが、輸入食品監視のため検知法を開発する必要があった。

2. 2. 2 照射グレープフルーツの精油成分の変化

照射グレープフルーツの精油成分に閲しては、 Koshonasらのが照射による βーピネンの

分解を報告している。 そこで非照射および0.3--2kGy照射したグレープフルーツの外果皮
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;J<ぷ炎イオン化検出器付ガよりディーン・スターク蒸留装置を用いて粉油成分を抽出し、

相油成分の多数のピースクロマトグラフ(FID-GC)により測定を行った(Flg.1 & Fig.2)。

そのうちの15種類については、 GCおよび方スクロマトグラフ質量分析装置クが検出され、

Retention time(min) 

Fig.2. Gas chromatogram of essential oil in a grapcfruit irradiated at 2 kGy 
a:αpinene. b:β-pinene. c:dipcntcnc. d:isooctyl acetate 
e:n nonyl aldehyde. f:sec octyl alcohol. g:citoroncllal 
h:n octyl acetate. i:n-decyl aldchydc， j:linalol. k:n-octyl 
alcohol. l:terpineol. m:n dccyl acctatc. n:gcranyl acetate 
0: ci tronellol 

10 

ピークパターンを比較すると個体によると思

非照射試料と照射試料で布窓な差異は認められなかった(Table

(GC KS)をJfH、保準品により同定を行っ た。

われる変動はみられたが、

1)。

50 

E 
0. 

<1) 
C 
<l.I 
c 
a... 

<Q.. 

time (min) 

Fig. 1. Gas chlomatogram of essential oi 1 in a grapcfrui t Peak 
a:αpinene. b:β-pinene， c:dipentene， d:isooctyl acetate 
C:n nonyl aldehyde， f:sec-oct)tl alcohol， g:citoronellal 
h:n octyl acetate. i :n-decyl aldehyde， j: linalol， k :n-octyl 
alcohol， 1: terpineol， m :n-decyl acetate. n: geranyl acetate 
o:ci tronellol 

Re七ent~on

β-Pinenc Content in Grapefruit Peel Irradiation on 7 Effect of Table 

β-Pinene content(ppm) 

2.0 1.5 1.0 

Time ( montb ) 

0.5 

。。

irradiated 

for 2 months 

in unirradiated and 
of storage at IOoC 
at 0.5 kGy 
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of β-pincne 

the duration 
b:irradiated 

Fig.3. Time course 

grapefruits for 
a: uni rradia ted， 
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ステアリン敵、オレイ種子中の脂肪酸については、非照射試料においてパルミチン殿、照射試料と非照βーピネンの定量をおこなったところ、やはり個体主が大きく、また、

リノール酸およびリノレン酸が検出された。照射後は2kGyでリノレン椴が僅かに減ン酸、射試料を比較すると有意な淀は見られず、照射線虫との相関もみられなかった。また 2ヵ

少したものの他には変動が見られなかった(Fig.5)。また照射後 lヵ月間の保存によっても非照射試料、照射試料ともに有志な変化はみらβーピネン含有量は、月保存した場合も、

変化しなかった。れなかった(Fig.3)。

リノール酸およびリ一方、果汁中の脂肪酸については、非照射においてパルミチン様、rヘキサン溶液中では次に βーピネン標準品の 7線照射による分解を検討したところ、

照射直後は2kGyでパルミチン酸およびリノール酸の土的加がわずノレン酸が検出された。分解がみられたものの、純品およびエタノール溶液中では分解は見られなかった(Fig.4)。

3郡類の脂肪酸とも1kGy照射かにみられたが(Fig.6)、さらに 1ヵ月間保存したところ、Moshonasら8)とは異βーピネンは 7線照射に対して比較的安定であるという以上より、

で有意に増加していた(Fig.7)。なる結果が得られた。また他の精油成分も実用線量の範囲ではほとんど変化がみられなか

セリン守アルギニン、アラニン、穂子中の水溶性アミノ酸については、グルタミン酸、った。

多くのアミノ酸が検出されたが、個体による含有盆の変動が大きく、いずれも非照射試料L B 
r一一ー一一一一一一一、

A 

と照射試料に有窓な差は認められなかった。
¥ 

b 

/ 

G 

セリン等多くのア-)j、果汁中のアミノ酸については、アルギニン、アスパラギン酸、

ミノ酸が検出されたが、やはり個体による含有量の変動が大きく、非照射試料と照射試料
b 。b 

にはほとんど有意差はみられなかったが、グルタミン酸およびリジンでは私:干の減少傾向

8)。がみられた(Fig.N
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アミノ酸共に合有量に変動照射影響を受けやすいと考えられる柿，子においては脂肪酸、

はみられなかった。一方、食用部分である果汁においてはアミノ般の含有枇にはほとんど

変動はみられなかったが、脂肪酸の含有量には照射およびその後の保(，による土台加がみら

ヨi:23ljj しかしこれらの変化は、照射の判別に用いられるほどには顕著ではなかった。また

増加がみられた化合物は必須脂肪酸であり、他の成分の大きな変化や新規/上成物もみられ

ないことから、照射グレープフルーツの栄養価および安全性に問題はないと考えられる。
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In ethonol In n-hexone 

。
申
.
由

H
H引

0
.
0
0同

.，
 •• • 
・陶
.-マ
句、H-
『

β-plnene 
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a:unirradiated. b:irradiated at 10 kGy 
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照射グレープフルーツの脂肪酸およびア ミノ酸の変化3 2. 2. 

照射グレープフルーツに含まれる成分のうち脂肪酸とアミノ酸について、食用部分であ
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非照射およびる果汁および照射影響をうけやすいと考えられる種子について検討した。
1.0 

Dose(註Gy)

Effect of r -irradiation on contents of fatty acid in grapefrui t seeds 
soon after irradiation 
本:p< 0.01 (n=4) 

0.5 0.3 。

Fig.5. 

0.3-2 kGy照射したグレープフルーツの種子および果汁をクロロホルムで抽出し、クロロ

ホルム厨および水層に分離した。クロロホルム層はメチル化後FID-GCにより脂肪酸を測定

し、水層は遠心分離後アミノ酸分析計により水溶性アミノ酸を測定した。
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照射香辛料の成分変化に関する研究3 2. 

照射香辛料のメ タノール抽出成分の変化1 3. 2. 
100 

そのため香辛料の殺虫、殺香辛料は保存中に害虫またはかびによる被告をうけやすい。
:"l.Do1e二CA. 

菌を目的として数十ヵ国で放射線照射が許可されており、最も実用化が進んでいる食品の

しかも殺的を目的と1つである。乾燥体であるため照射による品質の劣化を受けにくく、

そこで安全性の確認と検しているためにlO--30kGyの高線量照射が行われる場合が多い。

E
L
 

知法開発のため、香辛料の中でも我が国で最も使用量の多いtlコショウ(Pipernigrum 

f
L
 

トウガラシ(Capsicumannuwn 

frutescens L. )について、高線量を含めた 7線照射による成分変動を検討した。

with rind)、without rind)、黒コショウ(Pipernigrum L. 

~] ~'凶tl: .¥ 
229ァー ふ 一一一斗μ :101.:::.:A var. 

トウガラシについてその主たる辛味成分であるピペリンまた自コショウ、黒コショウ、
.LO O.~ 

Dose( j(~l') 

~ 

‘・

はカプサイシンを含有するメタノール抽出画分の変化を検討した。非照射および5--50kGy

トウガラシにメタノールを加えて可熔性成分を抽出し、照射した白コショウ、黒コショウ、grapefruit Effect of γ-irradiation on corutents of fatty acid in 
juice one month after irradiation 
本:p( O.Ol (n 4) 

Fig.7. 

トウガラシはさらにクロロホルム分配により精製した。試験溶液はHPLCに注入し、紫外部

検出器(UV)および蛍光検出器(FR)によりピペリンおよびカプサイシンの定量およびそれ以

33・32 -
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50 kGy照射および未照射の黒コショウ、白コショウ及びトウガラシのピペリンまたはカ

プサイシンのUV検出誌におけるクロマトグラムをFig.9に示した。未照射試料では泉コショ

ウ中に39.4:t 1. 3mg/g、白コショウ中に33.5 :t 2. 2mg/ gのピfてリン、 トウガラシ中に 4.3:t 

0.3mg/gのカプサイシンを合有していた。 r線を照射すると、黒コ ショウ中のピペリン及

びトウガラシ中のカプサイシンの合世については、 50kGyまでの各線量において変動はみ

られなかった。しかし白コショウ中のピペリンは30kGy照射で14.0%、50kGy照射で14.1%

の増加がみられたCFig.10)。

それ以外のピークについては50kGy照射および非照射の各香辛料のuvおよびFR検出器に

よるクロマトグラムを各々Fig.11およびFig.12に示した。3種類の寄辛料および各検出誌

をあわせると全体で約40本のピークを検出した。黒コショウについて主なピークの照射線
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ピークlは50kGy照射で21.1%の有意な増加

14および15は5kGyと20kGy照射で増加がみられた。

量とピーク品.の相関を調べたところ(Fig.13)、

ピークl、7、12、また、がみられた。

自コショウについこれらは照射以外のファクターによると思われるが原因は不明である。

ピーク8と9が50kGy ては、黒コショウとほぼ同じHPLCパターンを示したCFig.11 & 12)。

トウガラシにおいて21.6%および31.2%の減少を示したが、有意な変化はみられなかった。

ピーク4におについて主なピークの照射線量とピーク高の相関を調べたところ(Fig.14)、

50 30 20 10 。30 20 10 5 。
いて50kGy照射で60.9%と有意な減少がみられピークlに若干の増加がみられたが、他には

Dose(kGy) 
あまり変化はみられなかった。

Fig. 13. Effect of irradiation on components of methanol ic extract from BP 
All componcnts wcre measured at 254 nm and numbers stand for the 
peak numbers of Fig. 11 A. 
本:p < O. 01 

3種類の香辛料のメタノール抽出成分は γ線照射により若干の変動

また!照射によると考えられる新たな生成物も見いだ

以上示したように、

はみられたが明確な変化は見られず、
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されなかった。
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Fig.14. Effect of irradiation on components of methanolic extracl from RP 
All components were measured with Ex.at 370 nm and Em. at 430 nm 
Numbers stand for the peak numbers of Fig. 12， C. 
本:p < O. 01 

RT(min) 10 

C-2 

。20 RT(ml.n) 

8-:2 

10 。RT(ml.n) 20 

A・2

照射香辛料の精油成分の変化2 3. 2. 

白コショウ、黒コショウおよびトウガラシの精油成分の γ線照射による変化を検討した。

同

制

.

剛

、

精油抽出装置トウガラシは、非照射および5--50kGy照射した白コショウ、黒コショウ、

により1.5時間加熱還流し nヘキサントラップにより抽出し、 FIDGCおよびGC-MSにより、

定性および定量した。

Fig. 15に非照射および50kGy照射のガスクロマトグラムを示した。黒コショウおよび白

ト

ウガラシでは3本のピークが見いだされたが同定はできなかった。それらのピークについ

37 

コショウでは12本のピークを見いだし、 GCMSにより 5本のピークについて同定した。

Fig. 12. HPLCs of methanolic extracts from B~ IP and RP unirradiated and 
irradiated at 50 kGy with a fluorescence detector 
A-1:unirradiated BP， A事2:irradiatedBP， B-1:unirradiated 'P 
B-2:irradiated官P，C-l:unirradiated RP， C-2:irradiated RP 
Monitored ^ and B: Ex. at 410 nm. Em. at 500 nm 
Monitored C: Ex. at 370 nm， Em. 430 nm 
Peak 5 of A and peak 4 of B represent piperine. 
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白コショウではピーク黒コショウではピーク IIが、て7線照射の影響を検討したところ、
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またトウガラシではピーク212が50kGy照射でわずかな増加がみられた(Fig.16)。11、9、
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しかしメタノール抽出物と問機に、精油成分にお

いても検知法となりうるような明確な変化や新規の生成物は見いだされなかった。

が30および50kGy照射でやや減少した。
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7線照射によるグレープフルーツおよび芥辛料の成分変化をGCおよびHPLCを用いて検系・
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!四u..，.;;I.i... -. .. ::ョ

-4 
これらは検知法としては適用できないこといずれも大きな変化は見いだされず、しTこが、e . 

これらの食品成分が実用線故以上の点線訟の 7線照

射に対してもかなり安定で分解しがたいことを示しており、安全性や栄養価の点から評価

される結果である。

しカ1しこのことは、が明かとなった。

RT(min) 20 
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WP and RP unirradiated 

B-1:unirradiated官P
C-2:irradiated RP 
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第3章 食品照射における分子生物学的変化と検知法

3. 1 放射線照射による分子生物学的変化とその分析手法

3. 1. 1 放射線照射による分子生物学的変化

生物体が放射線照射を受けたときに引き起こされる分子I1物学的な変化とは、化学的変

化のうち特にoN A (deoxyribonucleic acid)の変化に関わる部分をさしている。 DNA
は複雑な高次締造をもち、生命体の維持に重要な役割jを担っている。そのためDNAに微

細な化学的変化が引き起こされると、それがやがてはDNAの高次構造の変化に派生し、

さらには生物学的に大きな変化をもたらすことになる。

放射線が照射されると、 一般の物質と同様に生物体においても、まず官民主別に照射エネ

ルギーが付与されイオン対や励起分子が生成し、次に活性化イオン、ラジカル守を形成す

る。それらはDNAの反応性の高い部分を攻撃し、 DNAに微小な化学変化を引き起こす。

DNAの初期鼠傷は塩基および精における活性化イオン、ラジカル、励起分子守の形成が

主なものである。たとえばチミンアニオンやチミンラジカル、デオキシリボースラジカル

等である。また放射線により直接リン酸基の鎖切断が引き起こされることもある。これら

の初期損傷は可逆的な場合も多い。また他の生体内物質、特に水から生じたラジカルの攻

撃を受け、塩~i;や粧の付加体が形成され、エネルギーの分子内転移により庖基の環の1m裂

や塩基の遊離が生じる。またりン椴基の結合に開裂がおこるとDNA鎖の一本鎖切断を生

じ、さらに対をなすDNA鎖の一本鎖切断が近傍で生じた場合にはて本鎖切断となる。ま

た二本鎖聞の水素結合の開裂、他のDNAやタンパク質との架橋(crosslink)も生じる。

これらの化学変化はDNAの高次構造に変化を与え、また二軍らせんのゆるみやらせん構

造の消失を引き起こすこととなる。このようなDNAの構造の変化が生物情報の維持と発

現を阻害する引金となり、醇索活性の低下、突然変異、細胞死、さらには個体死といった

生物変化をひきおこす 1-4)。

3. 1. 2 DNA損傷の検出法と照射検知法への応用

放射線や化学物質等による DNA損傷の検出は、損傷の種類に応じて犠々な手法が開

発されている。 DNA鎖切断の検出法としては、フィルター溶出法(Filter elution)、シ

ョ穂密度勾配沈降法(sucrosevelocity sedimentation)、ゲル電気泳動法 (gelclectro-

phoresis)により 2本鎖切断を、 またそれらをアルカリ性で操作することにより 1本鎖切

断を含めた全DNA鎖切断を検出できる。 その他DNA沈澱法(D~A prccipitation)、
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nick transrationによっても l 本鎖切断および 2 本鎖切断が検出できる。鎖切断、臨)~ . 

糖の損傷、架橋等による DNA高次構造のみだれの検出法としては核融沈降法Cnucleoid

sedimcnlation)、alkalineunwinding法、 halomicrofluoressence法、 comct assay法等

が報告されているト的。

また古体構造の変化を引き起こす前の塩基や糖の初期損傷については、ヌクレオシドの

変化を液体クロマトグラフィー〈百PLC)により分離し、電気化学検出総、蛍光検出器、質量

検出器等により検出する方法、塩基の変化をGCMSにより検山する方法、 ジヒドロチミン

やチミングリコールの抗体を用いる酵素免疫法CELISA)、 変化がおこって不安定になった

部位を検出するcnzymcsensitive sitc assay法等が報告されている的。

一般に D~A損傷の研究は、抽出した DNA や培養細胞を用いたものが多く、 in vivo 

では化学物質や政射線を多量に与えることにより生じた大きな損傷を検出している場合が

ほとんとで、しかも動物を用いた報告はかなりあるが、植物を用いたものは非常に少ない

7・I0) 。

D:"JAは放射線照射に対してとくに感受性が高いので、 DNA損傷を指標とする照射の

仔無判別法は司能性が尚いと与・えられ、また 7線照射に特異的な変化を見いだすことがで

きれば広範な食品に適用可能な検知法が確立出来ると期待されている。しかし実用線以程

度の低線最の 7線照射により生じる DNA損傷を検出することは難しく、照射食品の検知

をめざして多くの試みがなされているが可能性の高いと考えられる報告は極めて少ないI1)。

この平:では杭物体の中で最も照射感受性が高いといわれる極子のうち、最も重要な食品

の一つである米の核DNAを対象とすることとした。また 7線照射による米の核DNAの

変化をゲル電気泳動法、 GC-MS法等を用いて検索を行った。

3. 2 玄米桜DNAの抽出と照射影響

3. 2. 1 玄米からの核DNAの抽出

微生物や動物およびそれらの培養細胞からの核DNAの抽出は比較的容易であるが、植

物の場合は細胞墜を持つこと、核DNAのサイズが大きいことなどのため必ずしも容易で

はなし、。また値物では葉や根およびカルスからの抽出が一般的であり、種子の場合も水に

浸出して十分に柔らかくし、さらに発芽させてから抽出を行うことが多く、硬質でしかも

でんぷんが多い玄米はDNA抽出の対象としてはあまり用いられていない。しかし、玄米

は乾燥して休眠状態にあるため酵素活性が低下しており、照射によって引き起こされたD

NAの損傷が修復されにくく、温存されている可能性がある。また照射された玄米では発

-42 -

芽が抑制されるため、発芽させたものを品料として用いることは小口J能な場合もある。そ

こで乾燥した玄米から直接DNAを抽出する方法を検討することとした。

3. 2. 2 抽出法の検討

植物からの絞DNAの抽出法としては、 CT A B CCethyl Trimclhyl Ammonium Bromidc) 

法 I2)とフェノール法 I3)が・般的である。液体窒紫中で粉砕した本米について各々の方法

により DNA抽出を試みた。いずれの方法も原法のままでは抽出取が低かったので、抽出

用バッファー、沈澱用バッファ一等の量やk応時間を検討し、最終的に実験の部に示す方

法とした。

CTAB法およびフェノール法で得られた玄米核DNAについてuv吸収法により純度

の検定および定量を行ったところ、 uv吸収スペクトルはし、ずれも典型的なDNAのパタ

ーンを示したCFig.1)。 吸光度による純度の検定を行ったところ、 260nmと280nmの吸光

度比はl.83および1.68で2より小さく、また 320nmと260nmの吸光度比は0.04および0.05

でいずれも O.05以下でありCTable1)、両-(fともRNAの混入はほとんどなく純度に問題

はなかった。 しかし、その収量はフェノール法ではCTAB法の約7%にすぎず、極めて

低かったCTable1)。また1%アガロースのミニゲル電気泳動においては、 CTAB法で抽

出した核DNAは鮮明な 1本のバンドを示したが、フェノール法で抽出したものでは帯状

を示し抽出操作によるDNA鎖の切断が推測された。

以上より、玄米からの核DNAの抽出には収率がよく、しかも切断が少ないCTAB法

を用いることとした。

Table 1. UV absorption ratio and yield of DNA extracted from 
rice using CTAB method and phenol method 

Method 

CTAB 
Phenol 

Absorotion ratio Yield 
(部〉A260/A280 A320/A260 

l. 83 
1. 68 

ー 43
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じV吸収法とゲル電気泳動法で算定された収祉に大きな去がみられるのは、後者におい

ては、ゲル電気泳動で AファージDNA標準品と同じ{lti世にバンドを形成した数イ・~数百

前.nでは電気泳動時にウェルkbp相当の分子サイズの画分のみを定量しているのに対し、

内に留まって泳動しなかったR大なDNAも合めて定抗しているためと考えられる。すな

わち、今回の方法で玄米から抽出された核D[¥;' Aは大部分が巨大D'¥Aであり、ゲル?な気

また玄米が7線照射泳動で泳動できる数十~数百kbpのDNAは0.2-1%と推定された。

を受けたとき、巨大DNAは変化をほとんど受けないか、受けてもまだ分子サイスか大き

くその変化が検知できなかったものと思われるが、ゲル屯気泳動法で測定される分 fサイ

ズの小さいDNAは、照射線量に相関して損傷を受けタンパク質等とのクロスリンクによ

り抽出されなくなり、抽出可能なDNA両分が減少したものと推定される。
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照射玄米から抽出した核DNAのゲル電気泳動パターン4 2. 3. 

300 

UV absorption spectra of nuclear D~A extracted from rice 
using CTAB method and phenol method 

Fig. 1. 

非照射および照射玄米から CTAs法により抽出した核DNAについて、サブマリン型

1.2%アガロースゲルによる泳泳動装置を用いてゲル電気泳動ノfターンの検討を行った。

いずれも AファージDNA標準品とほぼ同じ位ilLにバンドを形動パターンCFig.2 A)は、照射玄米から抽出した核DNAの収量3 2. 3. 

しかし照射線世の土台加と共にそのバンドの幅成しており数十kbp以上のサイズを示した。玄米にi、5、10および30kGyの照射線量で'y線照射を行い、非照射の玄米とともにCT

が広がる傾向がみられた。1.2%のゲ)レでは数十~数百kbpの分チサイズを分離することがその収量:をじ V吸収法とゲル電気泳動法により定位し、AB法により骸DNAを抽出した。

0.3%アガロースゲルを用いさらに詳細な分子サイズの検討を行ったとこ出来ないので、
uv吸収法における収益は玄米各!照射線誌における絞DNAの収量をTable21こ示した。

ろ、非照射試料では核DNAの画分は100kbp以上を示していたが、照射線祉の増加と共に10gあたり2.6-5.3mgであり、ゲル電気泳動法の0.8xlO2-3.3xIO-2mgと比較して100-

すなわち広米DNAサイズは下がり、 30kGyでは大部分が20kbp以下を示したCFig.2 B)。uv吸収法における収扱はバラツキはあるものの照射線量に対しまた、400倍高かった。

7線照射による鎖切断により分千サイ核DNAのうちのえファージDNA近傍の画分は、
て一定の傾向はみられなかったが、ゲル電気泳動法における収量は照射線訟の増加につれ

ズが低下することが明らかとなった。

7線照射による影響は玄米の特に100kbp近傍の分チサイズのDNAにおい

DNA抽出時の収量の減少やDNAサイズの低下として顕著にあらわれた。とくに、

このように、

て、

て明かな減少がみられた。

Table 2. Yield of DNA extracted from rice unirradiated and irradiated 
at 1. 5. 10 and 30 kGy mcasured wi th UV absorptionCUV) mea thod 
and gel clectrophoresisCGEP) method 

DNA鎖切断によるものと推30kGy照射においてDNAサイズの低下が明確に観察され、

定された。一方収量の低下は、さらに低い線量から段階的に観察されており、照射によりYield of DNA (m箆)
UV Method GEP Method 

Irradiation 
Dose CkGy) 

引き起こされるDNAとタンパク質とのクロスリンクによる抽出組容が主な原因ではない

かと推定された。3.3xlO-2 

2. 3 x 10・2
1.4xl0・2
1.1xl0-2 

0.8xlO・2

3. 6 
4. 0 
5. 3 
4. 0 
2.6 

A
H
U

・Ea
p
h
d
n
H
U
A
H
U

'
E
A

n
4
U
 

-45 -44 



GC-MSによる照射玄米核DNAの塩基変化体の検索3 3. 

DNA塩基変化体の測定1 3. 3. 

γ線照射によって生じるラジカルや活性化イオンのアタックおよDNA塩基の修飾は、

びそれに引き続く化学変化により生じる。チミングリコール、 8-ヒドロキシアデニン、 8-

DNA棟準品を用いた実験により多くの変化ヒドロキシグアニン等が知られているほか、(
a
D
U
A

的

.
司

体の生成が確認されている。それらの検出法として、化学検出お付HPLC法によるかヒ

ドロキシグアニンの分析、 ELISA法によるチミングリコールの分析等が報告されている 的。

塩基や一方、 DizdarogluらはGC-MSを用いてDNA塩基変化体を分析する方法を開発し、

この方法は同時に多数DNA抽出物等への適用を検討してきた 1い I9)。DNAの標準品、

しかもスペクトルにより確認できる利点がある。そこでこの方法を玄

米から抽出した核DNAの塩基および変化体の測定に適用することを検討し、さらに照射

によるDNA塩基の変化の検索を試みた。

GC-MSによる玄米核DNA塩基変化体の測定法の検討2 3. 3. 

DNAの加水CTAB法により玄米から抽出したDN八溶液をGC-MSに導入するため、

分解法およびトリメチルシリル (TMS)化法の検討を行った。加水分解は抽出したDN

Aを凍結乾燥した後、ギ酸によりl500C30分間反応させると最も収率がよかった。また、

TMS化は BSTFA(bis-(trimethylsilyl)-tri-fluoro acetamide)お液にアセトンを1: 1 

さらにGC事で混合した試薬を用い、l400C30分間反応させた場合が最も収率がよかった。

MSの測定条件についても検討 し、 実験の部に示す条件を定めた。

そこで、非照射玄米より抽出したDNAの塩基をGC-MSにより測定したところ、 Fig.3に

示すトータルイオンクロマトグラム(TIC)がえられた。検出された多数のピークについて、

リテンションタイムとマススペクトルをもとに標準品および文献値から同定を試みたとこ

(6-アザチミン、 8-アザアデニン〉および4種類5本のDNA2本の内部標準ピークろ、

グアニン各 1本〉のほかに、 5-ヒドロキアデニン、塩基ピーク(シトシン 2本、チミン、

シシトシン、チミングリコール、 8-ヒドロキシアデニンおよびかヒドロキシグアニンの4

DNA塩基変化体は非照射玄米中にも、

DNA抽出操作中にも人為的に生成した可能性

ー 47

の変化体を検出し、
J
.的
N
〉一戸
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種類のDNA塩基変化体のピークが確認された。

ある程度存在していたものと思われるが、

もある。
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Fig.3. GC MS TIC plots of DNA bases extracted from unirradiated rice 
The column was a fused silica capillary coated with 5% phenylmethyl 
silicone 02.5 mXO. 2 mm id.) programmcd from 100 to 250"C at 7"C/min. 
l:thymine， 2 & 4:cytosine， 3:6 aza thymine(IS)， 5:5 hydroxy cytosine 
6:thymine glycol， 7:8 aza adenine(IS)， 8:adenine， 9:8-hydroxyadcninc 
10:guanine， 11:8 hydroxyguanine 

Fig.4. GC-MS TIC plots of D~A bascs extracted from irradiatcd rice 
at 1 kGy 
GC conditions and legcnd are the same as fig.3. 
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3. 3. 3 玄米核DNA塩基に対する γ線照射の影響

3. 2. 3で調製したl、5、lOおよび30kGy照射した玄米の核DNAを、加水分解およ

びT齢化後 GC-MSで測定したところ、 Fig.4--7に示すトータルイオンクロマトグラム(TIC)

が得られた。いずれのクロマトグラムも、非照射玄米のDNAとほぼ一致したパターンを

示した。

そこで5-ヒドロキシシトシン、チミングリコール、 8-ヒドロキシアデニンおよび 8-ヒ

ドロキシグアニンの4種類のDNA塩基変化体について、 内標を基準としたピーク面積を

比較したところ、若干のバラツキはあるものの照射と非照射に有意な差は認められず、照

射線量に依存した傾向もみられなかった。また非照射試料に存在しない新たなピークも見

い出されなかったCTable3)。

このことから、今回検出されたDNA塩基変化体の大部分は、照射以外の原因により玄

米DNA中にすでに存在していたと推定されるが、抽出段階で人為的に生成した可能性も
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Fig.5. GC-MS-TIC plots of DNA bases extracted from irradiated rice 

at 5 kGy 
GC conditions and legend are the same as Fig.3. 



Fig.6. GC MS TIC plots of DNA bases cxtracted from irradiatcd rice 
at 10 kGy 
GC condilions and legend are the samc as Fi~ 3. 
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高い。また 7綜照射によって玄米核DNA中にJ仁じた塩基変化体の最は今回検出した量よ

りもはるかに少屯であり測定値のバラツキの中に埋没し検出できなかったものと忠われる。

玄米中においては 7線照射に対して郁々の生体防御繊構が働くため、 Dl¥iA水溶液や培益

細胞等と比較してONA塩基の変化がはるかに生じにくいと推定される。そのため生体中

で生じる ONA底基の損傷を検出するためには、より感度の高い測定法を開発していくだ

けではなく、抽出時に人為的に生ずると宅・えられる DNA塩基損傷をさらに低く抑えるん-

法を開発することが軍要であると考えられる。
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Table 3. Amounts of the DNA base products in nuclcar DNA exlraclcd 
from unirradiated and irradiatcd rice 
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3. 4 まとめ

非照射およびl，_，30 kGyで照射された玄米から抽出した紘DNAについて、 7線!照射に

よる変化を検索した。 抽出物をゲル電気泳動により比較すると、 A-0 N Aとほぼ同じ分

子サイズをもっDNA画分の収率が減少し、またその画分の分子サイズが100kbp相当以上

から20kbp相当以下に低下していることが明かとなった。 分子サイズの低下は 7線照射に

よる DNA鎖の切断によると推定され、収率の減少はDNA鎖とタンパク質等とのクロス

リンクに起因すると推定された。

玄米核ONAの塩基変化体について明らかにするため、 GC MSによる検討を行った。!照

射により特異的に生成すると考えられていたONA塩基の 5位または8位の水酸化体やチ

ミングリコールが、非照射試料の抽出物からも検出された。 一方、照射試料においては、

同様にDNA塩基の 5位または8位の水酸化体やチミングリコールが検出されたが、その

量は非照射試料とほぼ同じであり、 7線照射による有意な変化はみいだされなかった。

7線照射により DNAの抽出率の減少や分子サイズの低下が観察されたが、照射による

変化は小さく、しかも個体毎の変動が大きいため、検知法に適用することは不可能と判断
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Fig.7. GC MS TIC plots of DNA bases extracted from irradiated rice 
at 30 kGy 
GC conditions and legend are the same as Fig.3. 
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第4章食品照射による生物学的変化と検知法 ずれであるかを区別をしていないが、この論文では芳の生長の開始を発芽(shooting)、恨

の生長の開始を発線(rooting)と区別して示すこととする。

4. 1 照射による生物学的変化と発芽抑制

4. 1. 1 照射による生物学的変化

放射線による生物学的な変化は、生体内の物理的な変化及び化学的な変化に続いて誘起

される。生体内分子、とくに生命の娘源に関わるDNAが損傷を受け、さらには修復を受

けずに回定されると、代謝異常、細胞分裂の遅れ、染色体異常、細胞死、ついには個体死

などの生物反応が引き起こされる。食品照射により期待される発芽抑制、熟度調整、殺虫、

殺的などの作用は、放射線によるこれらの生物反応に由来する。すなわち発芽抑制および

熟度調整は食品である植物体中のある種の酵紫活性阻害、殺虫および毅菌は食品に附必す

る宵虫および細菌の偶体死によっておこる。

生物反応を指僚とした検知法としては、食品中の微生物数の異常な減少や微生物叢の変

化を指標とした}j法 1ベ〉、発芽を指標とした方法6. 8)等が報告されているが、実用に耐え

うる検知法とはなっていない。

4. 2 Half-em勧yoによる照射柑橘類の検知法開発に関する研究

4. 2. 1 グレープフルーツ種子の発芽と政射線照射

グレープフルーツについては、第2章で述べたように照射検知法の必要性が高いが、成

分の変動を指標にして照射の有無を検知することは出来なかった。そこでグレープフルー

ツ果実中に含有される穂子について、 γ線照射による発根および発芽の変化について検討

を行った。グレープフルーツに O.3、O.5、iおよひ'2kGyの線電で 7線を照射しその椅子-を

培養したところ、般については発根はみられるが長さは抑制を受けて仔意に短くなり、

方芽については0.3kGy照射から発芽が完全に抑制された(Table1)。

Table 1. Effeci of γirrafiation on germination of grapefruit seeds 

一一一
1 ncubation Root ing(施〉

一一
Shootin__g岱L

days o kGy 0.3kGy 0.5kGy 1.0kGy o kGy 0.3kGy 0.5kGy 1.0kGy 
一一一 一

6 50 。30 20 。。。。
10 90 10 50 20 。
19 100 90 80 50 100 。。
28 100 90 80 50 100 。

4. 1. 2 放射線による発芽抑制と照射検知|法

植物体において、神子の幼根や幼芽は放射線感受性が最も高い部位の一つであり、積子

に低線量の放射線を照射すると発芽が促進され、それ以上の線量では発芽が抑制される。

この放射線による発芽抑制は、 1936年にL.Metli tzskyらがX線照射によるジャガイモの発

芽防止作用を報告したのが最初であるが、現在では非常によく知られた放射線効果であり、

ジャガイモやタマネギ等の芽止めに利用されている。放射線の発芽抑制作用の照射検知法

への適用については、下村らがジャガイモの休眠芽にジベレリンまたはカイネチン処理を

行うと、非照射では 7日以内に芽を生じるが、 O. 07kGy以上照射した場合には芽が生長し

ないことにより照射の有無の検知が可能となること 6.8)を、また熱海らが照射小麦および

米の発芽期の椴端における細胞分裂後期のブリッジの出現により照射の有無を検知出来る

こと 7)を報告している。しかし、 一般に植物の種子では種々の原因で発芽しない場合も多

いので発芽率は変動しやすく、また発芽までの期間が長くかかるなど検知法としての適用

には困難な問題が多いため実用化は困難と考えられていた。

そこで、柑橘類、リンゴ、サクランボ、米、麦等に対する放射線の発芽抑制作用につい

て検討するとともに、改良を加え、実用可能な検知法の開発を行った。

なお「発芽Jとは、一般には種子等からの芽の伸長と根の伸長の両者を含めており、い

このように、発芽に対する照射影響は極めて顕著であり、しかも0.3kGyからと感受性が

高く照射の有無検知の指標として有望であると考えられた。しかし非照射試料において、

積子の発芽状況が栽培種やロット、さらには個体により大きく変動し、培接 1週間後に発

芽するものもあれば、 2カ月経っても発芽しないものも多く、発芽率も0--100%まで大き

く変動し、再現性も悪かった。そのためこのままでは種子の発芽抑制を指標とした照射検

知法は困難であり、非照射種子の発芽率の向上、発芽期間の短縮および変動の低減を行う

必要があった。

そこで植物ホルモンの添加による発根および発芽の促進を試みた。ルビーレッド種グレ

ープフルーツの種子に発根促進作用を持つインドール酢酸CIAA)を 10および100ppm添加し

て培養をおこなったところ、無添加の種子では発根まで13日かかったが、 10ppm添加では

培養9日後に発担率80%に達し発根までの期間が短縮された(Fig.1)。 しかし発芽促進に
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4. 2. 2 グレープフルーツにおけるhalf-embryotestの開発

グレープフルーツの種子は、硬い外種皮と柔らかく薄い内積皮が周聞を取り開んでおり、

内部はいくつかの怪が集まって l佃の塊状をなしている。また各々の肢は 2枚の子葉と幼

根から出来ている。一方、一般に種子は種皮に損傷をうけると発恨および発芽が促進され

ることが知られている。そこで種子に様々な段附で損傷を与え、発根および発芽の様子を

観察した。すなわち、ルビーレッド種グレープフルーツの種子をそのまま、外柿皮を剥離

したもの、内種皮も剥離して摘出後分離した座、~の子葉を 1 枚除去し子葉 1 校と幼般の

みにしたものを、各々230Cにおいて蒸留水のみで培養し比較した。なお経からチ葉を 1枚

除去して得られた、 1枚の子葉と幼根から構成される部分を half-embryoと名付けた。

20 
root length 
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550 
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効果はみられなかった。 また発芽促進作用のあるジベレリン酸(GA)を添加したところ、

100ppm添加において発芽開始が23日目から16円同に短縮され、発芽率が25日目で10%から

40%に上昇した(Fig.2)。このよう にやや改普はみられたが、検知法に適用するにはまだま

だ不十分であった。
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それらからhalf-embryoを凋製して培養し、恨および芽のやjJ長、発芽率等を14日間観察した。4日目および25日目、その結果は Fig.3にポすように、発根の開始日は各々14円目、

なお後者はやや青みがかつて硬く種子も小さく、両者には熟度においても基かあった。4日目および4日目となり、称子そのままと日目、発芽の開始日は各々20日目、 14日目、

照射および非照射のカリフォルニア産グレープフルーツから調製したFig. 5の写真は、比較して外積皮の剥離、脹の摘出、さらに片子葉の切除により大幅に短縮された。また発

half-embryoの、培養O日、 5日、 7日および14日日の生長の桜子を示している。非照射およ匪および芽率も種子そのままでは培養20日目で20%、外種皮剥離では60%であったが、

ぴo.05kGy照射においては、 5日同で、根は5mm余に伸び1--2mmの芽の仲kも認められた。half embryoでは5日目ですでに100%に述した。

7日目では根は約10mm、芽は約3mmに、 14日目には根は15--20mm、芽は5--10mmlこ伸び、このように阪または half-cmbryoを調製してから培養すると、発根および発芽の開始時

しかし、 O.L5および0.3kGy照射した場合には、 5日日で根は2--3mm 葉の形成も見られた。また、臨とhalfembryoを比較す期が大幅に短縮され、さらに発芽率が大幅に上昇した。

になるがそれ以上の伸長は見られず次第に根端が褐変し、また発芽はほとんど見られなかしかも微妙な変化を観ると、後者では幼根が表面に露出しているため観察が容易であり、

った。このように、発芽試験に種子か2日早く発根を観察出来た。察することが出来るために、

しかも発芽率をら調製した half-embryoを}fH、ることにより、発芽期間を大幅に短縮し、

向上させることができた。その結果、発芽抑制を照射検知法に適用することが可能と考え

root lenqth 20 られた。

そこでhalfcmbryoを用いた発芽試験 (half-embryotest)について、さらに詳細な検討

10 
ロットによる変動を検討するため、カリフォルニア産およびフを行うこととした。まず、
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ロリダ産のマーシュホワイト種、およびカリフォルニア産ルビーレッド積の3種類から調

フロリダ産マーシュホワイト施は果皮がやや製した half-embryoを培養し比較検討した。

河く未成熟な状態、で採取されており、含有する穂子の数も少なく、種チのまま培養すると

30日後も全く発椴および発芽が観察されなかったが、カリフォルニア産マーシュホワイト

3種類の試料の発根、発芽の時椅は 6日後に、ルビーレッド種は14日後に発根が始まり、
10 

期が大きく異なった。一方、 half-embryoを用L。、て培養すると、 Fig.41こ示すように発根、

発芽ともフロリダ産マーシュホワイト種に若干の遅れがみられるものの、いずれも発根は
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6日目にはすべて1001--2日目、発芽は3--4日目に始まり、発芽lf1は5日目には50%以上、

このように half-embryoを用いることにより 3種類の試料の発根および発芽%に達した。

時期、発芽率ともに非常に均一化され、様々な要因による発芽試験のバラツキをきわめて

小さくすることが出来た。
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グレープフルーツhaIf-embry1oの発芽に対する γ線照射の影響

γ線照射によりグレープフルーツの穂子の発芽が抑制されること

3 2. 4 . 

。1において、2. 4 . 

照射線量やロットによを明らかにしたが、次にhalf-embryoにおける照射影響について、

Fig.4. Comparison of growth curve with three lots of unirradiated grapefruits ・:Karsh ihite from California， ripe 
0: Marsh官hitcfrom Florida， unripe 
A : Ruby Red from California， ripe 

る変動等の検討を行った。そこで、カリフォルニア産およびフロリダ産のマーシュホワイ

O. 05、O.15、0.3およびO.5kGyの4段階で7線を照射し、ト種グレープフルーツに、各々
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half Fig.6にカリフォルニア路、 Fig.7にはフロリダ産グレープフルーツから掬製した

両者は恨の些長および芽の生長ともに非常にembryoの生長曲線および発芽率をまとめた。

O. 05kGy照射では非照射と比較してやや巡れすなわち、よく 一致した照射影響を示した。

ところがO.15 根や芽の伸長も見られた。は見られるものの6日目で発芽率は10096に達し、

mm程

さらに高線14である O.3およびO.5kGyでは発芽は令く

精子のままの培益と同級にこのようにグレープフルーツから調製したhalf四cmbryoは、

例体等による

。

芽は10%しか発芽せずそれらもikGy照射では般はわずかな伸長が見られたものの、

度の伸長が認められたのみであり、

認められなかった。

しかも庁地、熟度、

root lenqth 

--O.OOkGv 
f) > O.05kGy 
-A... 0.15kGy 
晶 ー O.30kGv
--O.50kGy. 

変動がほとんどなく再現性も優れていることが明らかとなった。
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O. 15kGy以上の γ線照射により顕著な発穿抑制を受け、
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照射グレープフルーツの保存による balf-em伽yo包8tへの影響4 2. 4. 

照射グレープフルーツを長期間保存すると、修復等により発芽能力が間後することが懸

念された。そこで、カリフォルニア産マーシュホワイト積グレープフルーツを0.05および

0.3kGyで照射し、照射直後および、 100Cで2、4、6、8週間保存後にhalf-cmbryotestを実

その結果、 Fig.8に示すように、非照射においては貯蔵によりかえって発芽時期施した。

またO.05kGy が早まる傾向がみられたものの、根や芽のillllえには変化がみられなかった。

照射においても、貯蔵により発芽時期が早まるが、根や芽の伸長は低下する傾向が見られ

た。一方0.3kGy照射においては、発芽は完全に抑制を受けたままで回復はみられず、椴の

生長がさらに抑制される傾向が見られた。すなわちグレープフルーツの貯蔵により熟度が

7線照射による損傷は貯蔵により修一方、half embryoの発芽時期は早まるが、高くなり

復を受けず、かえって増幅されることが示唆された。またクレープフルーツにおいては、

長期間の貯蔵は果実に損傷を与え商品価値を低ドさせるため通常の貯蔵期間は数カ月以内

と推定される。

7線照射によるグレープフルーツの half白embryoの発芽抑制は照射後の貯蔵以上より、

グレープフルーツ果実が商品価怖を保って貯蔵可能な期間は照

射の有無の判別が十分可能であることが明らかとなった。

によっても修復を受けず、

ロ

O
Z
8
5
ハ
ド
三

日
O
』

同

司

ω
#
υ
C
M

一VH
ω

ド

伺

司

ωし
H
O判

ω
.
C叶
ロ
ト

H
Oい
判
明
司
句

U

ω
O
K円
』

D
g
ω
l
L明
司
句
円
』
い
向
。

ω
〉
』
コ

υ

S
O
M
-
-
ω
一
戸
哨
【
』

』

F

Z
ω
』

mw
E

Z
パ
戸
』

F
O』
凶

C
O

句
。
叶
い

ω
a

-
』

mw〉
判

明

コ

l
M
M
ω
Q
伺
し
H

凶

ω
a
J?M

ω
凶

mw
-
M
O一戸
ω

刷

。

一

戸

υ
ω
h
h
凶

.

∞

・

凶

J?凪

。z一〉〉
Oω
芸
O
E
L
ω
〉
〈

O

N
F

∞

d

o

 

〉、

ι3 
CI..:.c: 
・争・.，
01的
01...:. 
.C・-(/) 

五=..... 
O 
CI>、
IDIι2 
-ーし足。-'，
01 cr，) 
01 . 
.c10 
(/) 

五二l。-'，
r咽〉、
亡1<.:1
IDI孟
ー
.....1 cr，) 
01 . 
010 
、ー'

グレープフルーツbalf-embryo包8tの改良5 2. 4 . 

。z一〉〉
Oω

E
O
E比
ω
〉
〈

O

N
-

∞

マ

O

k

円

。

ぷ

的

0
.
0

正二。... 
Ul >、
CI<.:I 
IDIぷ
一目

そごILO
、.110
01 . 
1二10
(/) 

照射の有無判別に優れてい照射検知法としてhalfembryoを用いる発芽試験を開発し、
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しかし、非照射のhalfembryoの発芽事が50%を超えるためには、ることを明らかにした。

4---5日必要であった。そこで判別に要する期間をさらに短縮することを検討した。

一般に柑儲類の発芽試験は20---25OCで行われているため、培養は230Cで行ってきたが、

フロリダ産マーシュホワイト種か改めてhalfcmbryoにおける至適温度の検討を行った。

ら調製したhalfembryoを150C、230C、300C、350Cおよび400Cで培養したところ、 Fig.9に

示すように350Cにおける生長が最も速く、次いで300Cであった。また400Cでは少し生長が
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またカリフォルニア産マーシュホワイト穂て所要日数は約112となり大幅に短縮された。

においてもよく 一致した結果が得られた。

次に350Cにおける照射および非照射 halfembryoの根や芽の生長の比較を行った。 Fig.

10に示すように、 O.05kGy照射では、非照射と同様に 3日後には100%発芽し、板および芽
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しかし、 O.15kGy以上の照射を受けたもはともにやや緩やかではあるが順調に生長した。

23"Cで培養した場合と比較発芽は完全に抑制された。のでは板の生長はわずかであり、

すると、椴や芽の生長に及ぼすγ線照射の影響は全く同様に発現したが、その生長速度は

このように、培養温度を35"Cに設定することにより 3......4日35"Cの方が約2倍であった。

で照射の有無が判明するので、グレープフルーツにおけるhalfembryo testの培養温度は

35"Cに変更することとした。
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Fig.10. Effect of γirradiation on growth curve of half embryos 
extracted from grapefruit var. 国arshfhite from Florida when 
incubated at 35"C. 

-65 

Fig. 9. Effect of temperature on I~rowth curve of half-embryos 
extracted from grapefrui t valr. Karsh fhi te from Florida. 
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一方、 half-embryoの培益に植物ホルモンであるジベレリンを添加し、 さらに発芽を促

進させることを検討したところ、根および芽の生長、発芽の開始ともやや促進される傾向

は見られたが有意差はみられなかった(Fig.11)。そこでジベレリン添加は行わないことと

した。
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4. 2. 6 HaH-embryo飴stの照射オレンジおよびレモンへの適用

カリフォルニア産ノ〈レンシア荷オレンジ(Citrussinensis Os bcck)およびアリゾナ産レモ

ン(0伽 4slinum Burm. f. )の穂子から調製したhalfembryoの培益温度を検討したところ、

グレープフルーツと同様に350Cが至適培養温度であった。

そこで、非照射、 O.05、O.15、O.3およびO.5kGyで照射した果実からhalfcmbryoを調製

し、培養を行ったところ、 Fig.12およひ'Fig.13に示すようにグレープフルーツとよく 一致

した照射影響が観察された。
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すなわち、非照射およびO.05kGy照射では3:-5日目に100%発芽し、根や芽は順調に生育

した。またO.15kGy照射では発芽はほぼ抑制され、 0.3kGy以上の照射では完全に発芽が抑

制された。また、この実験に用いたレモンはやや緑色を帯び、使用した種子にもやや未成

熟なものが含まれていたが、その影響は見られなかった。

以上のことからha1f-cmbryotestは、照射検知法としてオレンジやレモンにも全く同様

に適用可能であった。また他の柑橘類にも適用可能と推定された。
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4. 2. 7 Half-em伽yotestによる照射柑橘類の検知法

これまでの結果から、グレープフルーツだけではなくオレンジ、レモン等も合めた柑橘

類の照射の有無の検知法として、 halfembryoの発芽の有無が有用な指棋となることが明

らかとなった。そこで照射柑橘類のhalf-embryotestによる検知法を以下のように設定し

た。

果実に含まれる種子を摘出して、外積皮および内種皮をピンセットで除き、件られた塊

状の匪を分離する。その中で最も大きい怪を選び、子葉を 1枚除去して half-embryoを調

製する。 ふたつきシャーレ中の蒸留水で浸したろ紙上に、 halfembryoを10粒以とのせて

350Cで培養し、その発芽〈芽の長さO.5mm以上〉の有無を観察する。 4日目の発芽率が50

%未満の場合は「照射」、 4日日までに発芽事が50%以上になれば「非!照射Jと判定する。

判定までの期間は2-4日、照射線量の検出限界は O.15kGyである。また照射後2ヶ月以

上保存しても十分に判定nJ能である。
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4. 3 Half-embryoぬ8tによる照射リンゴおよびサクランボの検知法開発に

関する研究

4. 3. 1 リンゴおよびサクランボと放射線照射

リンゴ(MaIωtumiJaMi 11 )は、孜が国では1994年より ・部の国からの輸入が解禁された。

海外では殺虫を目的として照射を許可している国があり、とくにリンゴに寄生するコリン

ゴガの殺虫駆除に放射線照射が有効であり、輸出入における防疫上の問題を解決するため

に、照射が検討されている。 一方、サクランボ(丹unωaviumL. )は、国内産のほか外国産

の輸入も増加してるが、腐敗しやすく保存性の低い果実である。そのため、海外では熟度

調整や殺虫を目的として照射を許可している国がある。

リンゴおよびサクランボの照射検知法としては、 M:aloneyらが電子スピン共鳴法の検討

を行ったが成功しなかったことを報告している 8)が、他にはみられなかった。そこでリン

ゴおよびサクランポの照射の有無の検知法として halfcmbryotcstを試みた。
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~ 一一一.-

shoot length 

。ー

4. 3. 2 Half-embryo t伺 tの照射リ ンゴへの適用

リンゴについて、種子のままおよび half-embryoに調製し300Cで培養して生長を比較し

た。 Ha泊a1げf吃.

椴の長さ2幻7m凹m、芽の長さ5m脚mに達した。 一方、種子のままの場合、 2日目に発根し、 4日

目に発担率20%となったが、 7日円までには発芽は観察されなかった。 このようにリンゴ

o 4 8 12 
DAYS FROM SOWING 

Fig. 13. Effect of gamma-irradiation on growth curve of half-embryos 
extracted from lemons when incubated at 35 OC. 
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においても haげでmbryoJこ調製することにより、種子のままよりも発根、発芽が大幅に促

進されることが明かとなった。

30 
次に、 half-cmbryoの培養温度について 20、25、30、35および40"Cで検討したところ、

20 
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10 

根および芽の生長はともに30"Cが最も速く、ついで35"Cおよび25"Cであり、 40"Cではほと

んど生長しなかったCFig.14)。そこで培益温度は30"Cに設定することとした。

リンゴ half-embryoの生長に対する照射影響について検討するため、非照射おさらに、

よび0.05、O.l5、0.3、O.5、l.0および2.OkGyでリンゴを照射した後、 halfembryoを調製

Fig. 15に示すように、板においては、 1日目に全ての線量で発根が始して培養を行った。

まり、 2日目には非照射、 0.05および O.15kGy照射で発根率100施、 3日目にはO.3kGy以上も

。100%に達した。棋の長さは照射線量の増加とともに短くなり、照射による明確な抑制が観

10 ー方、芽においては、 1日目に非照射が、 2日日にO.05kGy照射が発芽し、いず察された。
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しかし、 O.15kGy以上照射したれも3日目には発芽率80%を超え、 4日目には90別こ達した。

それ以上ものでは7fJ日でもほとんど発芽がみられず、またわずかに発芽したものでも、

生長せずやがて枯れた。そのため、 1mm以上に生長したもののみを発芽とみなすこととし

た。 Fig.l6は4日目のhalf-embryoの写真であるが、照射により椴の生長が抑制されており、

また非照射およびO.05kGyに発芽がみられるが、 O.15kGy以上照射したものでは発芽はみら
2 

。れなかった。

ha 1 f -embryoの根および芽の生長は大きな影響以上のようにリンゴの γ線照射により、
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とくに顕著であったのは、柑橘類と同様に発芽であり、 O.15kGy以上の照射でを受けた。

発芽がほぼ完全に抑制された。また、非照射の発芽率が80--90掘に到達する日数も短かく、

リンゴの half-embryoの発芽の有無は、照射の有無判別の指標として有用であることが明

らかとなった。そこで，リンゴの half-embryotestによる照射検知法を以下のように設定
40 

した。

20 リンゴに含まれる種子を摘出して、種皮をピンセットで剥離し、JfEを得る。座の子葉を

6 5 4 3 2 
0 
0 

ふたつきシャーレ中の蒸留水で浸したろ紙上に、1枚除去してhalf-embryoを調製する。

DAYS AFTER INCU8ATION half-embryoを10粒以上のせ、 30"Cで培養してその発芽〈芽の長さ1.Omm以上〉の有無を観

3日固までに発芽率が50%以上になれ3日目の発芽率が50%未満の場合は照射、察する。

Fig.14. Effect of incubation temperature on the growth of half-
embryo extractcd from apples 

-7l 

判定までの所要日数は 1--3日、照射線量の検出限界はO.15kGyで

-70 

ば非照射と判定する。

ある。
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Growth of half-embryos extracted from unirradiated and 
irradiated apples after 4 days incubation at 300C 

Fig. 16. 
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Half-embryo包8tの照射サク ランボへの適用3 3. 4. 
SHOOTING PERCENTA(2E 

国内産および米国産のサクランボの稲子および half-embryoを250Cで培益したところ、

いずれも種子のままでは7日後も全く発根、発芽がみられなかった。 一方halfembryoの場

合には、圏内産サクランボでは 4日目に発根、 5日目に発芽し、 7日目には発椴率100施、発

また米国産サクランポでは3日目芽率80覧で根の長さは10mm、芽の長さは2mmに達した。
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20 
に発棋、 5 日自に発芽し、 7日目には発根2争~70施、発芽事 60覧で板の長さは 10 mm、芽の長さ

このようにhalf-embryoを調製することにより恨および芽の生長が著しは2mm'こ達した。8 6 4 2 
。。

く促進され、また園内産および米国産による差もほとんどみられなかった。DAYS AFTER INCUBATION 

次に、至適温度を求めるために half-embryoを20、25、30、35および400Cで培養したと

ころ、棋および芽とも250Cの生長が最も速く、続いて200Cであった。また、 35および400C
Effect of 7骨 irradiationon the growth curve of half-embryos 
extracted from apples incubated at 300C 

Fig. 15. 
そこで、サクランボのhalfではほとんど生長がみられず 5日目には腐敗してしまった。

embryoの培養温度は250Cに設定することとしたCFig.17)。
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養した。その結果、根の生長を最も促進させたのはベンジルアデニンであり、2.4-ジニ ト

ロフエノキシ酢酸、カイネチンおよびジベレリンにおいても促進がみられた。一方、 芽の

生長において促進を示したのはべンジルアデニンのみであり、発芽率は3日目で40%、4日

目で100%に逮したCTable2)。

根および芽の両方の生長を最も促進させたベンジルアデニンについて、その至適浪度を
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求めるため、 O.1、0.5、1.0、5.0および10μMの5段階の濃度に調製しサクランボのhalf-。
embryoを培養した。棋においては10μMと5μMが最も促進した。また芽においては10μMが

SHOOT LENGTH 
5 

最も促進し、 4日目で発芽率は90%、長さは1.1mmに達したCTable3)。4 

このように、サクランボのhalf-embryoは10μMべンジルアデニン溶液で暗益することに

4日目で発芽率が90%に達することが

明らかになり、検知法における所要日数も短縮された。
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Table 2. Effect of plant hormons on shooting pcrcentage of half 
embryos extracted from cherries 
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より、発芽時期および芽の生長が大きく促進され、
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DAYS AFTER IINCUBATION 
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Concentration of plant hormones is 10μ比

Table 3. Effect of benzyladenine concentration on shooting 
percentage of half-embryos extracted from cherries 

Effect of incubation temperature on the growth of half-
embryo extracted from cherries 

Fig. 11. 
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植物ホルモン添加による発芽促進4 3. 4. 

発芽率が50%を超サクランボのhalf-embryoは、至適培養温度である250Cにおいても、

えるのに 7日以上かかり、検知法とするためにはさらに短縮する必要があった。そこで発

芽を促進させるために植物ホルモンの添加を試みた。植物ホルモンとして、オーキシン作

2. 4-ジニトロフエノキシ酢酸およびαーナフ用をもっインドール酢酸、インドール酪酸、

ジベレリン、べンジルアデニンの7

種類について各々 10μMに調製し、その溶液を用いて非照射サクランポのhalf-embryoを培

タレン酢酸、サイトカイニン作用をもっカイネチン、

15 ー 14



ベンツルアデニンを添加したサクランボのhalf-em励。凶と照射影響

非照射およびO.05、O.15、0.3、0.5、1.0および2.OkGyで照射した国内産サクランポか

5 3. 4. 

ら調製したhalf-embryoを10μMベンジルアデニン溶液で培養し、照射影響の発現を検討し

i4th day I c h e ~~(~~pan) ， た。 Fig.18に示すように、非照射では2日目に発芽が始まり発芽率が50%、4日目には90%

一方、 O.15kGy以上照射したに、 O.05kGy照射では2日目に20%、4日目に100%に達した。
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Fig. 19. Growth of half-embryos extracted from unirradiated and 
irradiated cherries after 4 and 7 days incubation at 25~ 
with 10μ1( benzyladenine 
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ものでは 7H自になってもわずかな発芽しかみられなかった。また板については、いずれ

も3--4日目に発根が始まるが、椴の伸長は γ綜照射により線量に相関した抑制がみられた。

Fig. 19に培養4日目および7日目のhalf-embryoの写真を示した。非照射およびO.05kGy照射

では、 4日目で発芽が観察され、 7日目では芽は一段と生長しているが、 O.15kGy以上照射

したものでは発芽はみられなかった。また照射線量に相関して棋の伸長抑制がみられた。

さらに、輸入サクランボについても検討を行ったところ、 O. 15kGy以上で完全に発芽が抑

制され、照射線量に相関して恨の伸長が抑制されるなど、国内産サクランボとよく一致し

た結果が得られた。

柑橘類やリンゴと同様に、サクランボの halfembryoもγ線照射による影響が最も顕著

であるのは発芽であり、 O. 15kGy以上の照射ではではほぼ完全に発芽が抑制された。以上

の結果から、サクランボの halfembryoの発芽の有無は、照射判別の指標として有用であ

ることが明らかとなった。そこで、サクランボのhalf也embryotestによる照射検知法を以

下のように定めた。

サクランボに含まれる種子を摘出し、外種皮はプライヤーを用いて内部を傷めないよう

に割り、内務皮はピンセットで剥離して匪を得る。 肢の子葉を 1枚除去してhalf-embryo

を調製する。ふたつきシャーレ中の10μMベンジルアデニン溶液で浸したろ紙上に、 half

embryoを10牧以上のせ、 250Cで培養して、その発芽(芽の長さ1.Omm以上〉の有無を観察

する。 4日目の発芽率が50%未満の場合は照射、 4日目までに発芽率が50%以上になれば

非照射と判定する。判定までの所要日数は2--4日、照射線量の検出限界はO.15kGyである。

4. 4 G釘 minationt伺 tによる照射米および小麦の検知法開発に関する研究

4. 4. 1 米および小麦と放射緯照射

米〈α~satWa L.)およひ・小麦(Ti河ticumae.s伽 mL. )は世界的に最も重要な良作物であり、

貯蔵性が高いことから長期間保存されることが多い。貯蔵中の害虫防除のため、 -般に低

温貯蔵や農薬煉蒸が行われているが、 7線照射による防除を許可している国もある。

照射米および小麦の検知法に関する報告は極めて少ないが、熱海ら 7)は照射により米や

小麦の芽や恨の伸長が抑制されることを、 Ramarathnamら自〉は米の発芽率が低下すること

を報告しており、発芽による検知の可能性が示唆された。そこで米や小麦の発芽に対する

γ線の照射影響、および外種皮の有無、品種、貯蔵期1m等について検討を行った。

4. 4. 2 米の発芽試験と諸条件の検討

米は食用としては一般に外種皮である殻をとった玄米の状態で貯蔵および流通している。

そこで玄米の状態での発芽の可能性、もみ米との相違につて比較検討した。アキニシキの

もみ米と玄米について培養を行ったところ、 Fig.20に示すように脱穀直後では発恨および

発芽の時期や伸長に差は見られなかったが、脱穀後 1ヶ月以上経過すると玄米のプiが生長

が良く、特に根長において有意な差がみられることが判明した。そこで試験には玄米を用

L、ることとした。

4. 3. 6 Ha1f-em祉yot伺 tによる照射リンゴおよびサクランボの検知法

リンゴおよびサクランボの照射の有無判別法として、柑橘類と同機に half事embryoを用

いた試験を適用できることが明らかとなった。至適培養温度は、柑橘類350C、リンゴ300C、

サクランボ250Cと果実毎に異なった。 またサクランボは発芽に時間がかかるため、 10μM

べンジルアデニン溶液を用いて発芽促進を行った。しかし、試験法の主要部分は全く同ー

であり、しかも検出できる照射線量の限界もO.15kGyと一致していた。 柑橘類、リンゴ、

サクランポは種類、果実や種子の大きさ、機造等が全く異なるにもかかわらず、同じ照射

線量に発芽抑制の臨界点をもっていることは興味深かった。
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DAYS FROM SOWING 

Fig. 20. Effect of husk at incubation and storage time on the growth curves of 
rice seeds var. Akinishiki with husk(・)and wi thout husk(o). 
Shoot and root length show the means:t SE. 
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次に、玄米の発芽のための培養温度の検討を行った。 アキニシキ、キララ397、ササニ

シキの3栽培積の玄米を25、30、350Cで培養したところ、 Fig.21に示すように、 30および

350Cでは全体にほぼ同じような順調な伸長を示し、 4日目の根の長さのみ300Cが上回って

いた。しかし、 250Cでは根および芽ともに伸長に遅れがみられた。また、 3品種で同様の

結果が得られ品積による差は見られなかった。そこで玄米の培養温度は300Cとした。

また、種子の保存温度や保存期間の芽や根の伸長におよぼす影響を調べたところ、室温、

450Cおよびー200Cで5ヶ月間保存しても芽の伸長には影響が見られず、また根の伸長につ

いては変動が大きく、保存による一定の傾向はみられなかった(Fig.22)。

4. 4. 3 米の発芽におよぽすγ線照射の影響

7線照射が米の芽や根の伸長におよぼす影響および殻の打無による差異について検討を

行った。 アキニシキのもみ米および玄米に、 O.05、O.15、0.3、0.5、1.0および2.OkGyの

6段階で照射を行い、非照射試料とともに培益を行ったところ、 Fig.23に示すような結果

が得られた。 すなわち、棋はもみ米では3日UのO.15kGy照射から、玄米ではO.3kGy照射

から、芽ではし、ずれも4日目のO.5kGy照射から非照射と比較して有意な抑制がみられた。

Fig.24は培養3日目の玄米の生長を示しているが、照射により根の生長が大きく抑制され

ているのが明らかである。以上のように、もみ米と玄米はともに照射により椴および芽の

生長が抑制され、照射線量に相関がみられた。またもみの有無による有意な注はみられな

川
町

0

ぬ

m

m

r
E
E
u
hご
Q
》

市

山

吉

E
v
t
u白
J
-
Q
u
z

。

かっfこ。

次に、品種聞の差異を検討するため、キララ397、コシヒカリ、ササニシキ、 ツキノヒ

カリ、ニッポンパレの 5品種の玄米にγ線照射を行い、芽や恨の伸長を比較した(Fig.25)。

いずれの品種・においても、アキニシキと問機に、椴の伸長は O.05kGyでは非照射とほとん

ど差が無し、かむしろ促進がみられたが、 0.3kGy以上照射を受けた玄米では存窓に抑制され

た。また O.15kGy照射においてはコシヒカリやツキノヒカリで非照射とほぼ同様、その他

はやや抑制を受けるものの、順調な伸長が見られた。 一方、芽の仲長においては、根に比

べて差は小さいが 0.3または0.5kGy以上照射したすべての品柿で有意な抑制がみられた。

また発芽率や発根率を比較すると、実用線量である0.3--2.0kGyでは80--1 00%であり、照

射による低下はみられなかった(Table4 and 5)。
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Fig. 21.. Effec~ of tef!lP~r~t~~~. of_)ncubaHgn on the growth curves of husked 
ric! ， s~eds ya_r_~~k，i n~shiki. Kirara 397 and Sasanlsl1iki -ai' 35ace・).
300C(o) and 250C(企).
Shoot and root length show the means:t SE. 

Fig.22. Effect of storage temperature 
a~d ~eriod o~. ~hoot and root length 
9f lic.e_~，!a，r. ~kinish!~t ~t _room temp. 
(・).45OCCo) and -20OCC...). Shoot 
and . root length show the means:t SE 
at 4 days after sowing. 
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kGy 2. 0 kGy 1. 0 kGy O. 5 kGy O. 3 kGy O. 15 kGy O. 05 kGy Cultivar 

覧80 % 90 指90 完100 先90 % 100 完90 397 Kirara 

100 90 100 90 90 90 90 Koshihikari 

100 90 100 100 100 100 100 Sasanishiki 

100 100 100 100 100 100 100 Tsukinohikari 

100 100 100 100 100 100 100 Akinishiki 

100 100 100 100 100 100 80 Nipponbare 

00 
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cultivars SlX of rlce husked -irradiatcd 7 of percentage Root 5. Table 

2. 0kGy 

80 % 

kGy 1. 0 kGy kGy 0.5 

施

kGy 0.3 

先 90

O. 15 

90 

kGy O. 05 kGy Cultivar 

話90 先90 覧100 話80 397 Kirara 

80 90 100 80 80 90 90 Koshihikari 

100 80 80 100 100 100 100 Sasanishiki 

90 100 90 80 100 100 90 Tsukinohikari 

100 100 90 100 100 90 100 Akinishiki 

90 90 100 90 100 100 80 Nipponbare 



さらに、 Fig.26に示すように照射した玄米在 1年間保存して照射影響の変化を検討した

ところ、 O.15kGy以下では変動はあるものの椴の十分な伸長が見られたが、 O.5kGy以上で

は品種や保存期間に関わらず根の伸長は強く抑制された。

このよ うに、米の発芽試験における照射影響は、恨の伸長抑制に最も強く発現した。そ

こで十分に有意な差がでる3日目の担長を基準にし、椴長が10mm以下を照射と判定するな

らば、照射線量0.5kGyから判別が可能である。
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Fig.21. Effect of culture temperture 
on the growth of_wheat. ~ar: 
Shirasagi. at 35OC(・).30OC(o).
25OC ( ... )~ 20OC(d)and 15"C(・〉

。 。
1 2 3 4 5 

STOAAGE P聞に町内'IOOth)

Fig.28. Effect of storage on the 
growth of wheat. var.Shirasagi 
at room temp. (・).450C(o)and 
-200C(...) 

。 6 12 0 6 12 0 
STORAGE: PERIOD(month) 

6 12 

4. 4. 5 小麦の発芽におよぽすγ線照射の影響

7線照射による玄麦の芽や椴の伸長におよぼす影響を積々の品碕について検討した。輸

入小麦の NolCi，n、ASi、HRi、PHおよびNSの6栽構品種、国産小麦のホロシリ、 シラサ

ギ、チホク、タフネおよび農林61号の 5栽培品種について、O.15、O.3、O.5、1.0、2.0、

5. 0および10.0kGyの7段階で照射を行い、非照射試料とともに培養を行った。

その結果、 Fig.29の培益2日目の写真、 Fig.30の輸入小兵および Fig.31の同沌小麦の生

長曲線で示すように、芽および椴の生長ともに、照射線母O.3kGy以上では照射線量に相関

した生長抑制が観察された。 一方 O.15kGy照射では品種により促進と抑制の両方の場合が

みられた。また棋の伸長の方が芽の伸長よりも強く抑制されており、照射O.3kGy以上の場

合は、培養4日後にいずれの品種においても根長が20mm以下であった。棋において有意な

生長抑制が観察される臨界照射線量は、 PH種がO.15kGyで最も照射感受性が高く、ホロシ

りがしOkGyで最も低く、その他の品種は0.3--0.5kGyであった。 全体に輸入小去の方が感

受性が高い傾向があったが、種による変動は比較的小さかった。

また発芽率は照射5.OkGy以下で10--100%、発根率は2.OkGy以下で10-100%であり低線

量では発椴率の低下はみられなかった。 しかし、 10.0kGyの発芽率および5.OkGy以上の発

根率には低下がみられた。このように椴や芽の伸長のほうが発椴および発芽率よりも照射

影響が発現しやすく、また、伸長および率ともに芽よりも根の方が照射感受性が高かった

(Table 6 and 1)。

20 

。

Fig.26. Change of root length of five rice cultivars without husks 
attcnded with storage period after r -irradiation:unirradiated 
(・)._0:O_5kCy(o). 0'-15kGy(...). 0.3kGy(ム).0.5kGy(・).1. OkGy(口)
and 2. OkGy(・).

4. 4. 4 小麦の発芽試験と諸条件の検討

小麦は外種皮をとった玄麦の状態で貯蔵、流通されており、殻付きの小麦の入手は困難

であった。そこで小麦については実用上からも望ましい玄麦を用いて検討することとした。

まず、玄麦を発芽させるための培養温度の検討を行った。シラサギ種の玄麦を15、20、

25、30および35"Cで培養したところ、 Fig.21で示すように最初の3日間は30"Cの生長が最

も速いが、 4日目では芽は25"C、根は20"Cおよび25"Cの方が速かった。短期間で判定を下

すことを目的としていることから、培養温度は初期に生長が速い30"Cとした。

また種子の保存温度や保存期間の芽や根の伸長におよぼす影響を調べたところ、室温、

45"Cおよび四20"Cで5ヶ月間保存した場合、 芽および根の伸長についてはバラツキが大き

いものの一定の傾向はみられず保存による影響は認められなかったCFig.28)。
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CHIHOKU 

宝T

。
1 234  1234  123 4 1234  

CULTURE GROWTH (days) 
1 2 3 4 

Fig.29. Growth of 1 -irradia ted wheat. var. ASJ， after 3 days of 
cultivation 

Fig.31.Effect of 7irradiation on the g1r5oKwGt1 h curves of five varieties of 
domestic wheat :unirradiated〈(・.〉jO.y{〈}KoG〉}; 0.3KGy〈A〉， 0.5KGy(a)，
1. OkGy(・).2. OkGy(口). 5.0kGy(.) and 10.0kGy(o) 

Table 6. Shoot Percentages of 1 Irradiated官heat

Culllvar 。 0.15 0.3 0.5 10 ~O 5.0 10.OkGy 

λo.ICW 90% 100~0 1(川% loo~も 90% 90% l∞% 500.。
WW  100 100 100 80 100 90 100 70 
ASW 100 100 100 100 100 100 80 。
HRW 100 90 100 80 90 l∞ 90 40 
PH 100 100 80 80 100 90 90 30 
NS 100 100 80 90 90 100 90 70 
Horoshin 80 90 100 100 90 90 90 80 
Shlrasagl 100 80 100 90 100 90 l∞ l∞ 
Chlhoku 70 100 100 100 100 100 90 70 
Tafune 90 90 90 100 100 100 100 90 
，"，ounn No 61 100 100 100 l∞ 100 100 70 80 

刊

初

0

(E
ヒ

E
辺
自
民
む
の

印

m

w

m

(
Z
K沿
岸
内
ヲ
白

J
R×
u
E

1 234  1 23  4 123 4 1234  
CULTURE GROWTH (days) 

123  4 1 2 3 4 

Table 7. Root Percentages of 1 -1 rradiated iheat 

Culllvar 。 015 03 O.!i 1.0 ~O 5.0 10.OkGy 

No ICW 900'0 100% 100。ω 100% 90% 90% ゆ0% 30% 
WW  90 100 90 80 1<0 90 80 10 
ASW l∞ 100 100 l∞ 100 100 60 。
HR¥V 100 90 100 80 90 90 90 40 
PH 100 70 80 90 100 90 70 20 
NS 100 100 80 90 90 100 90 30 
Horoshln 80 90 l∞ l∞ 90 90 90 70 
Shlrasagl 100 80 100 90 100 90 100 30 
Chihoku 70 100 100 100 100 l∞ 90 60 
Tafune 90 90 90 100 l∞ 90 l∞ 90 
Nounn No 61 100 100 100 l∞ 100 100 70 80 

。

Fig.30. Effect of γ-irradiation qn _the growth curves of six varieties of 
imported wheat: unirradiated(・)1 o. -l5kCyCo). _ 0: 3kGy(.~ ) ， 0.5kGy-(ム)，
1. OkGy(・). 2.0kGy(口)， 5.0kGy(・)ancl 10.0kGy(o) 
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一方、 5品種について照射後12ヶ月間保存し発芽および発栂状況の変化について観察し

たところ、非照射およびO.15kGy照射では保存1年後に板の伸長が増加する傾向が見られ

たが、 O.5kGy以上ではほとんど変化はなく、 7線照射による発椴抑制は長期間の保存によ

っても修復を受けないことが判明した(Fig.32)。

このように、小麦の発芽試験における照射器響は、米と同様に視の伸長において最も強

く現れた。そこで十分に有意な差がみられる4日目の根長を基準にし、線長が20mm以下で

あれば照射と判定するならば、輸入小麦で0.5kGyから、国産小麦で1.OkGyから判別可能で

ある。

WW  ASW 

。

。。 12 0 6 12 

STORAGE PE:RIOD(month) 

Fig. 32~ Root lengt~ of_five wheat cultivars subjected to various 
~tqrag_e J?e_ri.od~ aft~r_ 1_ ~rracliation; unirradiated(・)， O. 15kGy 
(0)， _ J _~k_çy~ .). 0.5kGY(d). 1. OkGy(・).2. OkGy(口).5. OkGy(・〉
and 10.0kGy(0) 

4. 4. 6 発芽試厳による照射米および小麦のスク リーニング法

米および小麦は、 7線照射により根の伸長が強く抑制された。そこで米および麦の照射

の有無の検知法として発芽試験を行い、その椴長を指標とすることが可能であることを明

かにした。照射を受けた米や小麦の根長はいずれも大きく抑制を受けその変動も小さかっ

た。しかし非照射の米や小麦の根長は、個体による変動が大きく、また種子が直接外界に

暴露されているため長期間の保存、高温保存、薬剤処理など照射以外の要因によっても抑

ー 88司

制をうけることが考えられる。そのため米や小麦の恨長を指僚とする試験は、照射の打無

の判定には、信頼性が十分とはいえない。しかし根の伸長が十分であれば確実に非照射で

あり、また検出限界以上の線量で照射した場合には、確実に恨の伸長が抑制されること、

また試験操作が極めて容易であることからから、スクリーニング試験として十分に有用で

あると考えられる。また高温保存や築弗j処理の場合には、根の伸長抑制と発根率の低下が

同時に発現する場合が多い。そこで、照射米および小麦のスクリーニング試験を次のよう

に設定することができる。

米については、玄米10粒以上を30"Cで培養し、発根率 50%以七で培養3日目までに線長

が10mm以上になれば非照射、 3日自に10mm未満ならば照射の可能性有りと判定し、 発担

率50%未満については判定不能とする。判定までの所要日数は2--3日であり、照射線量

の検出限界は0.5kGyである。

また小麦については、玄変 10粒以上を300Cで培益し、発椴瑠50施以上で培f~4 日自までに

椴長が20mm以上になれば非照射、 4日目に20mm未満ならば照射の可能性ありと判定し、発

椴率50%未満については判定不能とする。判定までの所要日数は2--4Hであり、照射線

量の検出限界は輸入小麦でO.5kGy、国産小麦で1.OkGyである。

4. 5 まとめ

γ線照射は細胞分裂の頗度の高い部位に最も大きな損傷をうえるといわれているが、本

研究においても幼根や幼芽の生長が最も照射影響を受けやすく、また照射後長期間を経て

も修復されなかった。そこで、これらの抑制作用を照射の有無検知法に適用することが可

能と考えられた。 柑橘類、リンゴ、サクランボにおいては、穂子のままではなく half

embryolこ調製することにより個体差や種差等による変動を大幅に低減し、しかも判定まで

の所要期間を大幅に短縮させることができた。 そこでこのha!f-embryoを用いることによ

り精度が高く、実用可能な照射検知法を確立した。 また，米や小麦においては玄米や玄麦

を用いることにより、流通段階の商品における照射のスクリーニングを可能とした。これ

らの方法は感受性が高い発芽抑制を指様としているため、低線i誌の検知が可能であり、食

品照射における殺虫の実用線量に対応できる。果実類の検出限界である O.15kGyは、現在

までに報告された検知法のなかでも最も感度が高い試験法の lつである。

今回開発した柑橘類、リンゴおよびサクランボのhalf-embryotestによる照射検知法お

よび米およひ・小麦の発芽試験による照射スクリーニング法は、上記のように照射検知法と

して優れた方法であり、しかも特別な義置の必要がなく、簡便かっ安価であり、実用面に

おいても多くの利点をもっ方法である。
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結 論

7娘照射による食品の物理的、化学的、分子生物学的、 生物学的な変化および照射の有

無判別のための検知法開発について研究を行った。得られた結果を以下に要約する。

1.電子スピン共鳴法により、照射トウガラシから新たに生成した扇IJシグナルを見いUlし

た。このシグナルは!照射に特異的で線量に相関があり、メチルラジカル由来と推定さ

れた。実用線量の照射で検知可能であり、照射1年後も安定であった。またオールス

パイス、シナモン等他の照射香辛料からも副シグナルが検出された。そこでこの副シ

グナルを指標として、トウガラシ等の照射香辛料の検知法を開発した。

2. 熱発光法により照射後 1年経過した存辛料の照射の有無検知の可能性を検討したとこ

ろ、前接測定法では判別は不可能であり、抽出測定法では 7線照射により熱発光悦の

大幅な上昇がみられたが判別にはまだ不十分であった。-jj、再椋幣化法を用いると

lkGy照射試料では約90%、5kGy以上照射した試料では100%判別可能であり、 検出版

界、分析精度等も検知法として非常に優れていることを確認した。

3. ガスクロマトグラフおよび高速液体クロマトグラフ等を用いて、グレープフルーツの

精油成分、脂肪酸、アミノ酸、および香辛料のメタノール抽出成分、精油成分につい

て、照射による変化を調べた。グレープフルーツ果汁中の脂肪酸に梢加が見られたが、

個体の変動に比較して十分に有意な差ではなく、また他には大きな変動や新規物質の

生成は検出されず、検知法への適用は不可能であった。しかしこのことは食品成分が

実用線量の 7線照射に対してかなり安定であることを示しており、安全性の面から評

価される。

4.照射玄米より抽出した核DNAについて、アガロースゲル電気泳動を用いて検討した

ところ、 )'-DNAと同程度の分子サイズを持つDNA画分の収量が減少しており、

また分子サイズも数百kbp相当から数十kbp相当に低下していることが判明した。抽出

率の低下はDNA鎖とタンパク質とのクロスリンク、分子サイズの低下はDNA鎖の

切断に起因すると推定された。
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5.照射玄米より抽出した核DNAについて、ガスクロマトグラフ質量分析計により DN

A塩基およびその変化体の多成分分析法を検討し、その照射影響を検討した。その結

果、 5-ヒドロキシシトシン、チミングリコール、 8-ヒドロキシアデニンおよびかヒド

ロキシグアニンの4種類のDNA塩基変化体が検出されたが、非照射玄米から抽出し

たDNAと比較して有意な差はみられなかった。

6. グレープフルーツの種子から調製した子葉 1枚と幼根で構成される half-embryoは、

種子のまま培;益した場合と比較して、発芽までの期間を飛協的に短縮させ、また栽培

穂、ロ ット、個体等による変動を大幅に減少させることを見い出した。 また、 half-

embryoの生長に対する照射影響を検討したところ、照射線量に相関して発根の遅れ、

根の伸長の抑制等が観察された。特に発芽は Q.15kGy以上の照射でほぼ完全に抑制さ

れた。 そこで、 half-embryoの発芽の有無を指標とした照射の判別について諸条件を

検討し検知法として確立した。

7. オレンジおよびレモンにおいても、グレープフルーツと同一条件のhalf-embryotest 

を照射検知法として適用することが可能であった。また、リンゴおよびサクランボに

ついてもhalf-embryotestの適用を検討したところ、培養温度を各々の至適温度とし、

またサクランボについてはべンジルアデニンを添加し発芽を促進することにより、照

射倹知法として適用可能となった。また、いずれの果実においても 7線照射による発

芽抑制の検出限界はQ.15kGyであった。

8.米や小麦においては、流通段階の形態である玄米および玄麦を用い、根の長さを指標

とする発芽試験が、照射判別のスクリーニング試験として有用であることを見い出し

fこ。

国際的な食品流通の活性化により、照射食品のますますの増加が予想され、照射の有無

判別のための検知法の必要性が高まってきている。本研究により検討しまた確立された食

品の照射影響や照射検知法は、現在進められている国際的な標準検知法設定に大きく寄与

すると共に、我が国の食品衛生に対しても大きく貢献するものと考える。
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実験の部

第1章 食品照射による物理的変化と検知法

1.試料

香辛料は市販品を購入しまたは製造業者より入手した。

トウガラシ (ωμicum annuum L. var. Frutescensし〉

黒コショウ (丹戸rni伊 1mL. • wi th rind) 

自コショウ (Pi戸rnψumL. . wi thout rind) 

オールスパイス(Pimentadioic. (し)Merr) 

シナモン ( Cinnammnumωssia Blume) 

(0α'inn 

セロリリ一フ (ωAJ.卯がnばlumgraωUωb銭 Lし. var. dωulcωe D即C.) 
ロ一レル (αZμ.aUfU.悩4“snoωobμωiliu.凶sLし.) 
ターメリック (Curcuma /()昭~ L.) 

クロープ (E1昭reniacm拘妙tyllataThunb) 

ローズマリー (Rosmarinωoffu:ina1is L. ) 

コリアンダー (CM也ndtumsativum L. ) 

ナツメグ (Myris批a斤-agransHout t. ) 

タイム (Thimus vulgaバ5L. ) 

セージ (Salvia officina1is L. ) 

マスタード (B，.邸 sicajuncea Czern) 

ノ〈ジノレ (Ocimwn basilicwn L. ) 

クミン (Cwninum cyminwn L. ) 

ディル CAnelhum graνeolens L. ) 

マジョラム (Origa脳 mmajorana L. ) 

スターアニス (flliciwn verwn Hook f.) 

2.試薬

ESR用マーカー:酸化マンガン(MnO)

TL用抽出溶媒:

タングステン酸ナトリウム(和光純薬工業製〉飽和溶液 比重1.6g/ml 

ポリタングステン酸ナトリウム (Aldrich製〉溶液 比重 2.19/ml 
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3.装置

電子スピン共鳴装置CESR): TES-FE2XG、データ処理装置〈日本電子製)

熱発光測定設置CTLD): TLD4000型熱発光線量計システム CHarshow製〉

4 .試料の照射

ESRffl試料は、日本原子)J研究所高崎原子力研究所ウエットタイプ 80CO-r平板線

源により、線最率3~10kGy/hrで 10、 30および50kGyの 3 段階の照射線量で、 T L用試料は

東京都立アイソトープ総合研究所 AレTABLE型80CO-r線照射装置により、線量率O.33~ 

10kGy/hrでl、5、10および30kGyの4段階の照射線量で照射を行った。

5.電子スピン共鳴測定法

粉末状試料 200mgを精秤後、 ESR用石英製測定管に入れパラフィルムで密閉し、以下

の条件で測定した。

<ESRの測定条件>

Temperature: 23~ 

Powcr : 1 rnl 

Field 3369:t 50 G 

Sweep time : 2 min 

IIOD. 6. 3 G 

Amplitude : 32~1000 

Response : O. 1 

Sample size: 200 mg 

ラジカル強度はシグナルの頂上から谷までの距離で表し、強度の補正はMnOを用いて行っ

た。g値は!inOC g = 1. 981)をマーカーとして!次式より求めた。

gx=g.Ho/ (HoームH)

ここでgxは測定試料のg値、 g.はマーカーの;磁場値C1. 981)、 Hoは測定したフィールド

(3369 G)、dHはMnOシグナルからの磁場数(G)を表している。

6.熱発光用試料の前処理法

試料に抽出溶媒を加え5分間超音波をかけた後、 2500rpmで2分間遠心分離し上層を除去

し沈降物を得た。沈降物は水で2回洗浄後さらにアセトンで2回洗浄した。その後、 50"Cで

一晩乾燥させ測定用試料とした。
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7 .熱発光測定法

測定用試料を1rng精秤し、熱発光測定装位の加熱板上の試料皿にのせ、カバーガラスを

かけて熱発光量 CT L V : nG mg)を測定した。

<TL測定条件>

予備加熱温度:500C 

測定温度 : 50-350~ 

温度上昇率 : 10"C/scc 

第 2章 食品照射による化学的変化と検知法

1.試料

グレープフルーツは輸入業者より、香辛料は製造業者より入手した。

グレープフルーツ(Ci，仇lSparadisi Macf.) Marsh fhi te種 米国産

トウガラシ CCapsicum annuum L. var. Frutescens L. ) 中凶産

黒コショウ

白コショウ

2.試薬

C/司f)ern伊umL. . wi th rind) 

CPiter nigrum L. . wi thout rind) 

マレーシア苑

マレーシア産

精油成分様準品 :α四ピネン、 βーピネン、ジペンテン、酢酸nオクチル、酢般イソオ

クチル、酢酸r デシル、酢酸ゲラニル、 n ノニルアルデヒド、 rデシルアルデヒド、

rオクチルアルコール、 鉱ーオクチルアルコール、シトロネラール、シトロネロール、

リナロール、テレピネオール(以上和光純薬工業製)

脂肪酸標準品:パルミチン酸メチル、ステアリン酸メチル、オレイン酸メチル、リノー

ル酸メチル、リノレイン酸メチル、 rヘプタデカン酸メチル(以上和光純薬工業製〉

メチル化剤:臼準化水素メタノール溶液 GC用(和光純薬工業製)

3.装置

水素炎イオン化検出器付ガスクロマトグラフ(F1 D-GC): IIP5890A F I D付、インテグレー

ター HP3392ACHewlett Packard製〉

アミノ酸分析計:835型〈日立製作所製〉

高速液体クロマトグラフ(HPLC):コントローラーレ5000、ポンプ655-A、紫外部検出器

UV-655A、蛍光検出器 F-IOOO、インテグレーター D-2000(日立製作所製)

ガスクロマトグラフー質量分析装置CGC-MS): HP5890 SER [ES n、MSHP5971A、コンピュ
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ーター VECTRAQ5/165 (Hewlett Packard製〉

精油定量装置(前回製作所製〉

4.試料の照射

日本原子力研究所高崎原子力研究所ウエットタイプ 80CO-7平複線源により、グレー

プフルーツは線量事0.03-0.12kGy/hでO.3、0.5、1.0および2.OkGyの4段階の照射線量、

寄辛料は線量率3-10kGy/hで10、30および50kGyの3段階の照射線量で γ線照射を行った。

5.グレープフルーツ中の精油成分の分析

グレープフルーツの果皮は精製水50mlを加え氷冷しながら破砕均一化し、精製水150ml

により精油定量装置に移し、 rヘキサン10mlを加え 1時間加熱還流して精油成分を抽出

し、 FID-GCにより測定した。

くFIDGC測定条件>

カラム:ヒューズドシリカキャピラリーカラム Carbowax20M、長さ25m、

内径0.2mm (Ilewlett Packard製〉

カラム温度:50OC(4min) -4 OC/min -20OtOC(5min) 

注入口温度、検出器温度:250"C 

キャリヤーガス :Nz 1. 2ml/min 

注入量:1μl 

6. グレープフルーツ中の脂肪酸およびアミノ酸の測定

グレープフルーツの種子ホモジネートまたは果汁にクロロホルを加えて抽出し、クロロ

ホルム層を脂肪画分、水層をアミノ酸画分とした。クロロホルム層はNz気流下減圧乾回

し、 5完塩化水素メタノールでメチル化したのち、 FID-GCにより脂肪酸を定量した。また、

水層は遠心分離したのち、アミノ酸分析装置により水溶性アミノ酸を定量した。

くFID-GC測定条件>

カラム:ヒューズドシリカキャピラリーカラム DB-fAX、長さ30m、内径O.53mm 

(J&f製)

カラム温度:180"C(2min)ー8OC/min-240OC(3. 5min) 

注入口温度:2200C、検出器温度:2500C 

キャリヤーガス:He 5ml!min、注入量 :.lμi 
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7.香辛料中のメタノール抽出両分の分析

粉末状の香辛料にメタノールを加えて振とう抽出し、ろ過後HPLCにより測定した。ただ

しトウガラシの場合はメタノール抽出画分に精製水を加えクロロホルムに転溶後、脱水濃

縮しメタノールに溶解してHPLCにより測定した。

< HPLC測定条件>

カラム:Nucleosil 100 5C， a、長さ150mm、内径4.6mm 
流速:lmllmin 

溶出液:1 メタノールー水ー酢酸(70:28:2)

E アセトニトリルー水ー酢酸(20:79: 1) 

紫外部検出器:254--342nm 

蛍光検出器:EX. 300--410nm、EM.400-500nm

注入量:10μl 

8.香辛料中の精油成分の分析

粉末状の香辛料は精製水と沸騰石を加え、精油定量装置により1.5時間加熱還流して精

油成分を抽出し、 FID-GCにより定性、定量しGC-MSにより確認した。

<FID-GC測定条件>

カラム:ヒューズドシリカキャピラリーカラム DBfAX、長さ30m、内径O.53mm 

(1&1製)

カラム温度:

黒コショウおよび白コショウ 600C(2min)ー7OC/min-2000C (5min) 

トウガラシ 60"C(2min)ー20OC/min-180"C( lmin) -4"C/min -228OC( 15min) 

注入口温度:1500C、検出器温度:250"C 

キャリヤーガス:He 8ml/min 

注入量:1 μl 

< GC-MS測定条件>

イオン化電圧 :70eV 

インレット温度 :2800C 

マスレンジ:25-250 

その他はくFID-GC測定条件>に閉じ
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第3章 食品照射による分子生物学的変化と検知法

1.試料

米 (αiza舗tivaL. ) 栽培種;日本晴 国内産

2.試業

DNA標準品:ヰ胸腺デオキシリボ核酸 (SIGKA製〉

DNA塩基標準品:チミン、シトシン、アデニン、グアニン(以上和光純薬工業製〉

CTAB抽出用試薬:

トリス (ヒドロキシメチル)アミ ノメタン(Tris)(SIG臥製)

エチレンジアミン四酢酸ニナトリウム(EDTA) (同仁化学研究所製)

セチルトリメチルアンモニウムブロマイド(CTAB)(和光純薬工業製〉

リボヌクレアーゼA(RNase) (Boehringer Manheim製〉

TEバッファー:10mll Tris-HC1、1mMEDTA 

抽出用バッファー;1児CTAB、50mMTris-HC1、10mMEDTA、O.7M NaC1 

CTAB溶液;1似 CTAB、O.7M NaC1 

沈搬用バッファー;1先CTAB、50mMTris-HC1、1mMEDTA 

High sa1t TEノ〈ッファー:1M NaC1、10mMTris IIC1、1mMEDTA 

クロロホlレム混液;クロロホノレムーイソアミ lレアJレコーjレ(24:l) 

液体窒素

電気泳動用試薬:

アガロース (SIGMA製〉

エチジウムブロマイド (SIGIIA製)

プロムフェノールブルー(関東化学製〉

キシレンシアノール 〈ナカライテスク製)

フイコール (Pharmacia社製〉

A -DNA標準溶液;えファージDNA溶液〈タカ?ラ製〉を1/10TEで希釈

泳動用バッファー(TAE); 2M Tris-acetate pH8. 0、0.0511EDTA、用時50倍希釈

泳動用色素:0.5%プロムフェノール7.ルー、 O.25覧キシレンシアノール

25%フィコーjレ

GC-I(S用試薬:

内部標準:6-アザチミン、 8-アザアデニン〈以上SIGKA製〉

出トリメチルクロロシラン含有ビス〈トリメチルシリル〉トリフルオロアセタミド
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(BSTFA) (PIERCE製〉

3.装置

サブマリン型電気泳動装慣

ミニゲル電気泳動装置:lIupid-2 (ア ドバンス製〉

減給乾燥器:DURA-DRY (FTS SYSTEMS製)

水素炎イオン化検出器付ガスクロマトグラフ(FIDGC) : GC HP5890A FID付

インテグレーター IIP3392A(Hew1ett Packard製)

ガスクロマトグラフー質量分析装置(GC-MS): GC IIP5890 SERIES n、IISHP5971A 

コンピューター VECTRAQ5/165 (Hew1ett Packard製)

4 .試料の照射

東京都立アイソトープ総合研究所 AL-TABLE型8OCO-r線照射装置により、玄米は線i比率

1 --5kGy /hで l、5、10およひ'30kGy、DNAおよび境基線準溶液は総量率O.11-0. 33kGy/hでO.

33、0.66および1.OkGyの7線照射を行った。

5.玄米核DNAの抽出法 (CTAB法)

玄米は液体窒素下で粉砕後さらに磨砕し粉末とした。沸騰、f前の抽出mバッファーを加
え55"C30分間振とうした。上層にCTAB溶液を加えてゆっくり混ぜ、さらに等量のクロ

ロホルム混液を加え20分間ゆるやかに振とう後、 2500rpmで25分間違心分離した。 上前に

沈澱用バッファーを混ぜ一晩放置した後、 2500rpmで10分間遠心分離した。 沈毅物をHigh

sa1t TEバッファーで溶解し、 55"C30分間インキュベート後、 2500rpmで10分間遠心分離し

た。 上滑にイソプロパノールを静かに加え一晩放置し、 2500rpmで10分間遠心分離した。

沈澱物を70%エタノールで2回洗浄後乾燥し、l/10TE溶液を加え55"C30分間インキュベ

ートし溶解した。 RNaseを加え37"C一晩加温し、 DNA溶液とした。

6.核DNAの定最法

① uv吸収法:希釈したDNA溶液の260nmの吸光度を測定し A-D N A標準溶液の検

量線により定量した。 また、 260nm、280nmおよび320nmの吸光度を測定し、 A260/A280 

およびA320/A260を求めて純度を確認した。

② 電気泳動法:エチジウムフ・ロマイドを含有するi先アガロースのミニゲルのスロット

に、希釈したDNA溶液とえーDNA標単溶液を泳動色素とともに注入し、 100Vで15--25
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分間泳動後、 A-o:'-J A と同位置における蛍光強度を比較して定量した。

7. GC-MSによる DNA塩基変化体の測定

DNA標単品および抽出したDNA溶液は、凍結乾燥後ぎ酸を加え1500C30分間加水分

解した。 さらにBSTFA混液を加え140'C30分間反応させてトリメチルシリル化し、 GC-MSの

SCAN modeおよびSIM(SelectedIon Monitor) modeで測定した。

< GC/MSの測定条件〉

カラム :ヒューズドシリカキャピラリーカラム Ultra2 (5完Phenylmethyl 

si1 icone)、長さ12.5m、内径O.2mm、膜厚O.11μm (Hewlett Packard製〉

カラム温度:70'C (2min)ー 1O'C/min -250'C (5min) 

注入口温度:250'C 

キャリヤーガス :He O. 78ml/min 

イオン化電圧:70eV 

インレ ット温度:280'C 

注入量:1μl 

<GC-MS-SI!(における設定イオン>

SIM modeの場合は下記に従い、各時間毎に選択する質量数を変更するプログラムに

より測定を行った。

Table 1. SIM timc program 

Retention Time(min) 

4.0--9.6 
9.6--12.5 
12.5--15.0 
15.0--25.0 

Selected Ion(m/z) 

240，254，256，270，271，3L2，326 
259.265.280.328.343.433.448 
264.265，279.280.352.367 
352.367.440.455 

第4草 食品照射による生物学的変化と検知法

1.試料

グレープフルーツ(Cibusparad:必iMacf.) Marsh fhi te種およひ'RubbyRed種

以上米国産

オレンジ (Cibus sinensis Osbeck) Valenci，3種 米国産

LOO 

レモン (Ci.仇lSlimon Burm. f.) 米国産

サクランボ 〈丹unusavium L. ) 国内産および米国産

リンゴ (MaJωtumぬ Mill.var domcstica Schneid) 国内産

米 (0何zasa/iva L. ) 

キララ397、コシヒカリ、ササニシキ、ツキノヒカリ

アキニシキおよび日本晴種 以上国内産

小麦 (Triticum aestivum L. ) 

Hard Rcd Jinter(HR官〉、官esternIhite(官官)および

Northern Spring(NR)種 以上米国産

No. 1 Canadian官hite(NolC官)種 カナダ産

Australian Standard Jhite(ASi)およびPrimeHard(PII)種

オーストラリア産

シラサギ、ホロシリ、チホク、タフネおよび農林61号柿

以上向内産

2. 試薬

インドール酢酸、ジベレリン敵、インドール酪酸、ベンジルアデニン 〈以上IGMA製〉

2、4-ジニトロフエノキシ酢酸 〈東京化成工業製〉

αーナフタレン酢酸、カイネチン、ジベレリン (和光純薬工業製)

3.試料の照射

東京都立アイソトープ総合研究所AレTABLE型8OCo-r線照射装置により、線量率lkGy/hで

柑橘類はO.05、O.15、O.3、O.5および1.OkGyの5段階、サクランボ、リンゴおよび米はさら

に2.0kGyの6段階、小麦はO.15、O.3、0.5、1.0、2.0、5.0および10.0kGyで 7線照射を行っ

fこ。

4. Ha I f-embryoの調製法

柑橘類、サクランボおよびリンゴは果実を割り種子を摘出した。種子は外種皮と内種皮

を剥離 して匪を取り出し、子葉の一方に幼根を残すようにして他方の子葉を除去し half-

embryoとした。 グレープフルーツ等は多匪性のため種子l個に複数の匪が含まれているの

で最も大きい匪を用いた。また幼根に損傷があるものは除いた。
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5. Half-embryoおよび積子の培養法

シャーレにろ紙を2枚重ねて敷き蒸留水(植物ホルモンを添加する場合はその指定され

た溶液)で泣し、 half-embryoまたは種子を10粒以上おきふたをしてアルミホイルで包み、

指定された温度で培養した。その後経時的に発栂、発芽を観察した。
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