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研究成果の概要（和文）：放射線照射により特異的に DNA 中に生じる損傷ヌクレオシドである5,
6-dihydrothymidine (DHdThd) のチミジン (dThd) に対する比率 (DHdThd/dThd) を測定することにより、電子
線照射食品の検知が可能であった。DHdThd の生成効率は線源によらず概ね一致していた。また、検知指標とす
る DHdThd/dThd は、試料（牛レバー）の長期保存（冷凍下4か月）前後あるいは加熱調理前後での変動は僅少で
あり、堅牢な検知指標であることが認められた。DHdThd には5R-および5S-異性体が存在するが、その異性体の
生成比は照射温度に影響される可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The method for determination of irradiation histories of foods by measuring 
the ratio of sum of 5R- and 5S-5,6-dihidrothymidine to thymidine (total-DHdThd/dThd) in DNA as a 
marker was applicable to electron beam (EB) irradiated foods as γ-irradiated foods. The production 
efficiency of DHdThd to irradiation dose was similar between the EB and the γ-irradiated samples. 
The total-DHdThd/dThd in irradiated samples was stable during the storage for 4 months at -20℃ and 
process of heating as cook. Thus, the total-DHdThd/dThd would be a rugged marker for determination 
for irradiation history of foods. The isomer ratio of 5R- and 5S-DHdThd may be sensitive to the 
temperature of sample irradiation, although further studies would be required.

研究分野： 食品化学

キーワード： 食品　食品照射　放射線　電子線　質量分析　LC-MS/MS
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１．研究開始当初の背景 
【照射食品検知の現状】 
	 食品に対する放射線照射は、殺菌等を目的
として、主に国外において香辛料や食肉等、
幅広い食品に対して行われている。一方、国
内においては、現在のところジャガイモの芽
止めを目的としたγ線照射のみが認められて
いる。しかし、生レバーのように従来の衛生
管理技術では完全な殺菌処理が困難な食品に
対する処理方法として放射線照射は有望視さ
れており、今後国内においても適用が拡大す
る可能性もある。また、輸入食品等を通して
照射食品が国内に既に一部流通している可能
性も指摘されている。そのような状況下にお
いて、食品への照射を適切に評価・運用し、消
費者の知る権利を確保するためには、その照
射履歴の検知が不可欠である。現在、厚生労
働省は食品の照射履歴の検知法として、熱ル
ミネッセンス法(TL 法)、アルキルシクロブタ
ノン法(ACB 法)、電子スピン共鳴法(ESR 法)の
3 法を通知法として定めており、検疫所等で
の検査が行われている。しかし、現在の通知
法は検査法の特性から、特定の成分を含む試
料にしか適用できないという課題を抱えてい
る。例えば、TL 法はケイ酸塩を含む試料、ACB
法は脂質を含む試料、ESR 法は貝殻・結晶性の
糖を含む試料を対象としている。そのため、
様々な食品に幅広く適用できる新規検知法の
開発が求められている。	
【損傷ヌクレオシドを指標とした新規照射食
品検知法の開発】 
	 前述の課題を解決するため、我々は放射線
照射により	DNA	中のチミジン（dThd）から生
成する損傷ヌクレオシドである5,6-ジヒドロ
チミジン（DHdThd）に着目し、DHdThd	を指標
とした新たな照射食品検知法(以下、DHdThd
法)を開発した。DNA	は幅広い食品中に含まれ
るため、DHdThd	法は多様な食品に適用できる
照射食品検知法に成り得る。また、農薬分析
などで多用される	LC-MS/MS	を利用して検知
を行うため、普及性が期待できる手法である。
γ線を照射したレバー、牛肉、エビ等への	
DHdThd	法の適用性について、我々は既に立証
している。将来的な実用化を見据え、その基
盤となる各種の検討を更に進めているところ
である。	
	
２．研究の目的	
	 DHdThd	法の実用化に向け、その幅広い適用
性と頑健性を検証するため、下記検討を行う。	
1)	 電子線照射食品に対する	 DHdThd	 法の適
用性	
	 食品照射線源としては、γ線の他に電子線
（electron	beam;	EB）も用いられている。EB	
照射には、遮蔽の容易さ、照射時間の短さ等
の利点があり、工場設備に組み込みやすく近
年注目されている。実際に米国で食肉の殺菌
等に実用化され始めるなどしている。この実
情をふまえ、EB	照射試料に対して本法による
検知を試み、γ線照射試料との比較を行い、

その適用性を検討した。 
2)	DHdThd	法の安定性・頑健性に関する検討	
	 実際に流通食品に対して水際で検知を行う
際には、加熱調理された試料や照射後に長期
に渡り冷凍保管された試料からも検知を行え
る必要がある。照射後に長期冷凍保管した試
料および加熱した試料に対して本法による検
知を試み、加熱調理後、および長期冷凍保管
後の本法による検知の適用性について検討し
た。	
3)	その他の検討	
	 その他、DHdThd	法の実用化に向けて、DNA	
抽出・精製手法の改良、香辛料等他の食材へ
の本法の適用可能性の検討等を行った。	
	
３．研究の方法	
	 牛レバーを大阪市内の小売店 3 店舗から購
入し(検体 1,	2,	3)、EB	もしくはγ線照射用
試料として分割し、それぞれ照射した(計画線
量：0〜11kGy)。試料は	EB	の透過性を考慮し、
2cm程度に成型した。EB	照射は企業に委託し、
出力	10MeV	の電子加速器で片面照射した。γ
線照射は大阪府立大学のコバルト 60 照射施
設にて行った。照射中、試料は-20℃を目安と
して冷却しながら照射し、DNA	抽出まで冷凍
保管した。吸収線量についてはラジオクロミ
ックフィルムの感光度から算出した。	
	 照射後、試料からヨウ化ナトリウムを用い
て	DNA	を抽出した。その後、DNA	200μg	に
対して P1	Nuclease、	Alkaline	phosphatase	
および	Snake	venom	phosphodiesterase	I	を
用いてヌクレオシド単位に分解し、	LC-MS/MS	
(AB	Sciex	4000	QTRAP)を用い、DNA	中の	dThd	
に対する	DHdThd	の存在比率（DHdThd/dThd）
を算出した。	
	
４．研究成果	
1)	 電子線照射食品に対する	 DHdThd	 法の適
用性	
【電子線・γ線照射時の比較】	
	 EB	 照射した牛レバー試料 3 種類全てにお
いて、γ線照射時と同様に、DHdThd	の照射特
異的な生成と	 DHdThd/dThd	 の線量依存的な
上昇が認められた(図 1)。DHdThd/dThd	 の値
は吸収線量が近ければ線源の種類によらず類
似した値となった。以上のことから、本法は	
EB照射試料に対しても適用可能であると考え
られた。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	



	
2)	DHdThd	法の安定性・頑健性に関する検討	
【冷凍保管試料に対する適用性】	
	 照射後 4 ヶ月以上試料を冷凍保管し、その
後	DNA	を抽出して本法による検知を行った。
照射後数日以内に	 DNA	 を抽出した場合と比
較したところ、DHdThd/dThd	はほとんど変化
せず、線量依存性が保たれていた。以上より、
本法は長期間の冷凍保管に対して安定的な手
法であることが考えられた(図 2)。	
	

【加熱試料に対する適用性】	
	 照射試料を、一般的に食中毒を防ぐために

用いられる食品加熱条件である 75℃	 1 分間
以上を満たすよう加熱し、その後本法による
検知を行った。その結果、加熱によって	dThd	
収量および	DHdThd	収量がともに同程度低下
し、結果として	DHdThd/dThd	はほとんど変化
せず、線量依存性が保たれていた(図 3)。よっ
て、DHdThd/dThd	を指標にした本法は食品の
加熱により影響されにくい手法であることが
示唆された。	

	
【照射温度の影響について】	
	 EB・γ線照射牛レバー試料において、
DHdThd/dThd	は類似した線量依存性を示した
が、照射した放射線の種類により	DHdThd	の
2 種類の異性体（5R-または 5S-DHdThd）の生
成比率に相違が見られた(図 4)。	
	
	

 
	 図 2.	長期冷凍保管後の安定性	
横軸;照射線量・縦軸;DHdThd/dThd	
●,	 検体 1(EB,	 照射 6 日後);	 ○,	 検体
1(γ線,	照射 6 日後);	▲,	検体 1(EB,	照
射 128 日後);	△,	検体 1(γ線,	照射 127
日後)	;	●○は図 1 の再掲	
	 各点は、DNA の酵素分解以降を 3 併行で
行った測定値の平均	
	

 
	 図 1.	照射レバーにおける線量依存曲線	
横軸;照射線量・縦軸;DHdThd/dThd	
●,	 検体 1(EB);	 ○,	 検体 1(γ線);	 ■,	
検体 2(EB);	□,	検体 2(γ線);	◆,	検体
3(EB);	◇,	検体 3(γ線)	
	 各点は、DNA の酵素分解以降を 3 併行で
行った測定値の平均	
	

 
	 図 3.	加熱調理後の安定性	
横軸;照射線量・縦軸;DHdThd/dThd	
●,	 検体 1(EB,	 非加熱);	 ○,	 検体 1(γ
線,	非加熱);	▲,	検体 1(EB,	加熱);	△,	
検体 1(γ線,	加熱);	●○は図 1 の再掲	
	 各点は、DNA の酵素分解以降を 3 併行で
行った測定値の平均	



	 この原因として、照射時の試料温度の影響
が考えられた。その影響について検討するた
め、試料を異なる 4 段階の温度条件下で照射
(上層)し、同時に照射した-20℃冷却群(下層)
と	 DHdThd/dThd	 及び異性体の比率を比較し
た(図 5)。その結果、DHdThd/dThd	に関しては
温度の影響は見られなかったが(図 6)、異性
体比については、-20℃よりも試料温度が高い
場合、S体の比率が低下した(図 7)。詳細につ
いてはより厳密な検討が必要であるが、この
結果から、DHdThd	の中間体の生成については
温度の影響を受けにくいものの、中間体から
S 体もしくは R 体が生成するプロセスについ
ては、温度に対して高い感受性を持つ可能性
が考えられた。	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
3)	その他の検討	
	 レバー試料からの	DNA	抽出については、カ
オトロピック剤としてヨウ化ナトリウムを用
いることで収量の増加、抽出時間の短縮を図
ることができた。さらに市販抽出キットによ
り	DNA	を抽出し	DHdThd	を検出できるとと
もに、一部の香辛料への適用も可能であった。	
	
【今後の課題】	
	 今回の検討により、日本での将来的な食品
照射候補食材の一つである牛生レバーについ
て、本法による照射検知が有用であることが
考えられた。また、多くの国で照射が実施さ
れている香辛料について、一部の香辛料から		
DNA	を抽出し	DHdThd	を検出できた。収量の
向上等課題は残されているものの本法の香辛

 
	 図 7.	照射温度と異性体比	
横軸;照射温度・縦軸;DHdThd 中の S 体比
率	
◆,	 下層(対照群);	 ◇,	 上層(温度変化
群);	
	 温度は、照射開始時と終了時に中心温度
計で測定し、その平均値を照射温度とした	
	各点は、DNA の酵素分解以降を 3 併行で
行った測定値の平均	

 
	 図 5.	温度変化比較試験の概要	

 
	 図 4.	EB・γ線照射時の異性体比	
横軸;照射線量・縦軸;DHdThd 中の S 体比率	
●,	 検体 1(EB);	 ○,	 検体 1(γ線);	 ■,	
検体 2(EB);	□,	検体 2(γ線);	◆,	検体
3(EB);	◇,	検体 3(γ線)	

 
	 図 6.	照射温度と DHdThd	/	dThd	
	 温度は、照射開始時と終了時に中心温度計
で測定し、その平均値を照射温度とした	
	各棒は、DNA の酵素分解以降を 3 併行で行
った測定値の平均	
	



料への応用が今後期待できる成果が得られた。
一方、本法の実用化に向けてはさらなる検討
が必要と考えられる。具体的には、牛以外の
レバーに対する検知性能の確認や、加熱以外
の調理後試料からの	DHdThd	検出、DNA	抽出・
精製方法の改良による迅速化、複数機関によ
る共同試験の実施などである。	
	 また、今までの検討の結果、本法は高い照
射特異性と明確な線量依存性を持つことが確
認できた。本法の応用として、DHdThd/dThd	の
値から照射線量を推定できる可能性がある。
より詳細な検討を行うことで、照射線量推定
の実現性について検討する。	
	 また、EB	およびγ線以外の食品照射線源と
して、X 線および低エネルギー電子線の利用
も増加している。試料にこれらの照射を実施
し、本法による検知を試みる。	
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