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研究成果の概要（和文）：食品に殺菌や鮮度保持を目的として放射線を照射する場合がある。この食品照射法は
海外で主に用いられ、日本では発芽抑制のためのジャガイモへの照射を除き、食品への放射線照射は食品衛生法
で禁止されている。輸入等で国内に持ち込まれた食品のうち、照射による滅菌等が禁止されているものについ
て、照射が行なわれたかを検査する技術について開発が進められている。
　この研究では、食品に含まれるDNAの損傷の量をPCR法で測定することにより食品照射の有無を判定する方法の
開発を行った。肉類についてPCR法で必須のプライマーの設計を行い、本法が十分に実用的であることが確認で
きた。

研究成果の概要（英文）：From common meat foods, raw beef and beef jerky and raw pork were selected. 
Each g of food was irradiated with gamma rays up to 10 kGy using a cobalt 60 gamma ray source. DNA 
extraction / purification was performed from the irradiated sample. Real-time PCR was carried out 
using the purified DNA diluted with TE buffer to 0.01 μg / μl as a template DNA sample.
It was revealed that the proportion of intact DNA in both beef and beef jerky decreased as the 
absorbed dose of gamma rays increased. The slopes of absorbed dose and proportion of undamaged 
template DNA were different between beef and beef jerky, indicating that DNA of beef tended to be 
relatively undamaged by gamma irradiation. On the other hand, the result of the PCR reaction was not
 obtained for raw pork (produced in Japan). The primers in study 1 may not be able to be amplified 
except in cattle. It is considered that the development of universal multi-primer must be done 
separately.

研究分野： 分子遺伝学

キーワード： 食品照射　PCR法　DNA損傷
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
食品照射は世界的には、肉類、香辛料など広範囲に行われている。現在日本ではジャガイモの出芽抑制にのみ実
施されている。しかしながら、今後、日本に置いても食品照射が広く実施される可能性がある。本研究は食品照
射が行われたか否かを速やかに簡単に実施する方法を開発するものである。本法は多くの食物に適応可能であ
る。２年間の研究で食品照射で用いられる数Ｇｙの線量は容易に検出できることが確認できた。また牛肉類の対
しては適応可能な増幅プライマーの作成もでき、次のステップの足がかりがえられた。今後、この成果を元に、
肉類全般に使用できる汎用プライマーの作成や、香辛料からのDNA抽出法の開発を進めて行きたい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景 
	 食品に殺菌や鮮度保持を目的として数キログレイレベルの放射線を照射する場合がある。こ

れを放射線照射食品という。海外で主に用いられ、今後、日本への流通ルートに乗ることも考

えられる。一方で、日本では発芽抑制のためのジャガイモへの照射を除き、食品への放射線照

射は食品衛生法で禁止されている。平成 19年 7月 6日に食安発第 0706002号「放射線照射され

た食品の検知法(TL 試験法)」が通知され，輸入モニタリング検査が開始され、平成 24 年 9 月

10 日に食安発第 0910 第 1 号「放射線照射された食品検知法」が通知され，照射食品検知法に

電子スピン共鳴(ESR)法が追加された。 

	 これら従来法では、測定の対象となるラジカルおよび硅酸塩が食品内もしくは表面に保存さ

れていることが条件であった。これらは長期の保管や洗浄によって失われた場合、正しく照射

の有無を評価することはできない。また、ESR法や TL法では、高価な装置が必要であり(五百

万円～一千万円／１システム)、照射食品の検査を行なう機関が限定的であった。 

	 そこで我々は、生物が共通して持つ DNAが照射を受けた際に生成する DNA切断を指標とし

て、食品に照射された放射線の照射履歴を分子生物学的に検出する手法を開発する。具体的に

は、照射が疑われる食品(食肉、香辛料)から DNAを抽出して、定量 PCR法により無傷の DNA

量を定量し、食品照射の検知に応用するものである。DNAは食品を構成する細胞に含まれるも

のであり、洗浄等によって失われることがない。また、食肉類や香辛料のように、加工前の食

品はその製品としての性質上、状況は新鮮に保たれており、細胞は保存されていると考えられ

る。 
 
２．研究の目的 

食品に殺菌や鮮度保持を目的として数キロ Gy レベルの放射線を照射する場合がある。これを放射

線照射食品という。食品照射法は海外で主に用いられ、日本では発芽抑制のためのジャガイモへの

照射を除き、食品への放射線照射は食品衛生法で禁止されている(久米民和、放射線と産業, 114 号, 

pp. 51-54, 2007.)。 輸入等で国内に持ち込まれた食品のうち、照射による滅菌等が禁止されているも

の(以下、照射食品)について、照射が行なわれたかを検査する技術について開発が進められている。

照射食品を検出するための従来法として、ESR(電子スピン共鳴)法などがある。ESR 法は、迅速かつ

定量的に、測定対象の食品内もしくは表面に保存されているラジカルのスペクトルから、照射済食品の

吸収線量を評価するものであり優れた方法である。一方、ESR 法には、食品の長期の保管や洗浄によ

ってラジカルが失われる場合や、ESR 装置が高価であるなどの課題がある。そこで、これら既存の方法

と併用可能であり、別の原理に基づく照射食品の検出方法を開発することを目的として、 PCR(ポリメ

ラーゼ連鎖反応)による照射食品の検出について検討した。 
 
３．研究の方法 
 PCR とは、DNA 分子の特定の領域または全体を、さまざまな DNA ポリメラーゼを利用して量的に増

幅する手法のことである。PCR 法の原理から、鋳型となる DNA に放射線照射による損傷があれば、ポ

リメラーゼ連鎖反応を阻害すると考えられる。すなわち、ポリメラーゼ連鎖反応での DNA 合成効率から、

鋳型として機能する未損傷の DNA 量を評価できると考えられる(図 1)。 

  食品のモデルとして、感想したオーストラリア産牛肉(ビーフジャーキー、以後サンプル B)および熱

加工済みの国産豚肉(ロースハム、以後サンプル P)を用いた。大阪大学産業科学研究所のコバルト 60

を用い、食品サンプルにγ線を 5kGy、10kGy 室温照射した。照射後、QIAGEN 社の DNA 精製キット

を用いて、食品サンプルから DNA を精製し、TE 緩衝液で 4ng/μl となるように希釈した。サンプル B

およびサンプル P について、1well あたり 4 ng の DNA に対し、リアルタイム PCR を行い、鋳型として機



能する未損傷の DNA 量を評価した。リアルタイム PCR の際の蛍光色素として iQ™ SYBR® Green ス

ーパーミックス (Bio-Rad)を用いた。DNA 量の評価には、Bio-Rd 社、DNA 定量ソフトウェア CFX 

Manager™を用いた。 
	
４．研究成果	

	 図 2 にリアルタイム PCR による照射食品内の鋳型として機能する未損傷の DNA 量を示す。5kGy、

10kGy のガンマ線照射によりサンプル B およびサンプル P ともに未損傷 DNA は低下し、10～20%程

度に減少することが明らかとなった。10kGy では有意に 0Gy(未照射)と差があり、照射済食品を識別で

きることが示された。一方で、通常の DNA 鎖へのガンマ線の二本鎖切断の収量から考えると、図 2 の

結果は DNA 鎖切断頻度が低いと考えられる。これは、本研究で対象とした食品サンプルがすでに加

工済みであり、未照射の時点でも DNA が切断していたことが理由として挙げられる。 

本手法の課題としては、実際に使用する現場を想定した場合、未照射のサンプルをどのように定義

するかを考える必要がある。ひとつの解決法として、アルカリ反応や DNase(DNA を切断する酵素)によ

り DNA を化学的に切断し、その追加の DNA 切断による未損傷の DNA 量の差分を評価することで、

照射線量を評価する方法は有効であるかもしれない(すなわち、照射食品の DNA であれば、このよう

な化学処理による未損傷 DNA の減少の幅が少なく、未照射食品との差が明確になると考えられる。ま

た、PCR の領域を工夫する事で照射食品特有の DNA 切断を評価することが可能であるかもしれない。

本実験では 200bp 程度の領域を増幅領域としたが、このほかに 150bp、100bp の利用域もそれぞれ

PCR を行い、DNA 合成量を評価する。放射線による DNA 損傷はポアソン分布に従うランダムな反応

であるため、DNA 合成する領域が大きくなればそれだけ PCR 反応は阻害されることが予想される。一

方、未照射の食品の DNA であれば、PCR の領域によらず一定の DNA 合成が可能となる。すなわち、

PCR の領域(DNA の長さ)に依存する結果が得られることが照射食品の証拠となると考えられる。 

本手法は、従来法と比較して、サンプルの取り扱い、運用コスト、操作の熟練が必要でない等、多く

の利点がある。 

さらにほ乳動物に対する汎用プラーマーの設計などについて検討した。 
	
	
	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

検討 1	 プライマー・PCR反応条件の設計 
	 PCR解析に必要なプライマーについて設計した。ほ乳動物については、一般的にほ乳動
物が共通して持つ CYCS遺伝子の一部の配列を増幅するプライマーを 3種類設計し、候補
とした。また、市販のほ乳動物 DNA 検出用合成 DNA （プライマーセット：anicon5, 
anicon3、プロメガ社製)も比較として用いた。 
	 国産牛肉 1gから、DNeasy Blood & Tissue Kitを用いて DNA抽出・精製を行った。精
製した DNAを TE緩衝液で 0.01μg/μlとなるように希釈したものを鋳型 DNAサンプル

0% 

20% 

40% 

60% 

80% 

100% 

0 2 4 6 8 10 12 

未
損
傷

D
N

A
量

, %
 

吸収線量,kGy 

サンプルB 
サンプルP 



として、Mini Opticon (Bio-rad社製)を用いてリアルタイム PCRを実施し、DNA増幅能
力を検証した。その結果、3 種類設計したプライマーのうち 1 種のみが DNA 合成ができ
ることを確認した。このプライマー配列を以下に示す。DNA合成効率は、市販の anicon5, 
anicon3と同等である事も確認できた。また、最適化した PCR反応条件を表 1に示す。 
 
CYCS遺伝子プライマー 
Primer-forward：GACCTCCCAGCTCCATCAAACATCTCA 
Primer-reverse：CTAGAAAAGTGTAAGACCCGTAATATAAG 
 
表.1	 ウシ肉に対する PCR反応条件 

PCR cycle setting  

95°C 5 min. 

95°C 30 sec. 
50 cycles 

55°C 30 sec. 
 
検討 2	 ウシ肉類への検討 
	 一般の肉類食品から、牛生肉(日本国産)およびビーフジャーキー(オーストラリア製)およ
び豚生肉(日本国産)を選択した。それぞれ食品 1gに対し、大阪大学産業科学総合研究所 コ
バルト 60ガンマ線源を用いてガンマ線を 10kGyまで照射した。照射済みのサンプルから、
DNeasy Blood & Tissue Kitを用いて DNA抽出・精製を行った。精製した DNAを TE緩
衝液で 0.01μg/μlとなるように希釈したものを鋳型 DNAサンプルとして、Mini Opticon 
(Bio-rad 社製)にを用いてリアルタイム PCR を実施した。プライマーおよび PCR 反応条
件は検討 1のものを用いた。 
国産牛肉およびビーフジャーキーに対する、未損傷鋳型 DNA 割合を図 1に示す。国産

牛肉およびビーフジャーキーともにガンマ線の吸収線量の上昇に伴って、未損傷鋳型DNA
割合が低下することが明らかになった。吸収線量と未損傷鋳型 DNA 割合の傾きは、国産
牛肉およびビーフジャーキーで異なり、国産牛肉については DNA がガンマ線照射によっ
て比較的損傷しない傾向が示された。この理由は不明であるが、サンプルの状態が異なる

ことが関係する可能性がある。 
一方で、豚生肉(日本国産)に対しては、PCR反応の結果が得られなかった。検討 1での

プライマーについては、ウシ以外では増幅できない可能性がある。普遍的なマルチプライ

マーの開発は別途行わなければならないと考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1	 食肉に対するリアルタイム PCRによる未損傷鋳型 DNA割合の評価 
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