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第１章 緒言

現在、食品は複雑な貯蔵、加工、流通過程を経て消費者の元に届けられるが、これ

ら全ての過程で昆虫の害を受ける可能性がある。三井（1984）は収穫後の過程で食品

に害を与える害虫をその加害の様式によって、定住害虫、来訪害虫、迷入害虫の３種類

に分けた。定住害虫は食品を餌として食品中で世代を繰り返す昆虫、訪問害虫はハエ類

やゴキブリ類のように他の場所から食品を加害しにやってくる昆虫、迷入害虫は前の２

つ以外の全ての昆虫で偶発的に食品に混入する昆虫である。このうち定住害虫は食品中

で世代を繰り返すために被害が甚大になる恐れがあり、重要視されてきた。定住害虫の

主な加害対象は貯蔵期間の長い穀物や穀物加工品であり、これらを食害する害虫は貯穀

害虫と呼ばれてきたが、動物質食品を食害する害虫も含めて貯蔵食品害虫とも呼ばれる

ようになった（三井，1968）。貯蔵食品害虫は主に小型のコウチュウ類やガ類であり

（吉田ら，1989）、貯蔵穀物の害虫コクゾウムシ（Sitophilus zeamais Motschulsky）、

小麦粉製品の害虫で精米所でもよく見られるコクヌストモドキ（Tribolium castaneum

(Herbst)）、貯蔵アズキの害虫アズキゾウムシ（Callosobruchus chinensis (L.)）、玄米

や乾燥食品の害虫であるノシメマダラメイガ（Plodia interpunctella (Hübner)）などが

よく知られている（Fig. 1）。

貯蔵食品害虫の防除には三つの重要な側面がある。一つは量的損耗の防止である。

貯蔵食品害虫は穀物などの中で世代を繰り返しながら食害し、重量損失をもたらす（吉

田ら，1989）。我が国においても食糧難の時代は大きな問題であったが、現在でも発

展途上国では 10–30%の損失があると推定され、食糧確保の観点から地球規模で重要な

課題になっている（中北・池長，1994）。
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Fig. 1. Photos of stored-product insects. (a) Sitophilus zeamais Motschulsky, (b)

Tribolium castaneum (Herbst), (c) Callosobruchus chinensis (L.), (d) Plodia

interpunctella (Hübner).

(b)(a)

(d)(c)
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次に検疫処理である。貯蔵食品害虫は人の移動や貿易を通じて世界各地に分布を拡

大し、既に多くがコスモポリタン種になっている（中北・池長，1995）。しかし、分

布がまだ局所的である重要な貯蔵食品害虫もおり、こういった害虫の本邦への侵入防止、

全世界的な蔓延防止のため、農産物、食品の輸出入の際に殺虫処理が必要になる。

そして、近年、大きな問題であるのが質的損耗の防止である。先進国においては清

潔志向の高まりから、加工食品へ害虫が混入することによる質的損耗の影響が大きくな

っている（三井，1984）。食品に昆虫が混入した場合、消費者に対しては食品からの

虫体発見という不快感や衛生的な被害を与え、食品を提供する側にとっては、商品価値

の低下、さらには企業イメージの低下につながり、大損害を与える可能性がある（佐藤

ら，2003; Murata et al., 2007）。

貯蔵食品害虫の防除は安価で安定した効果が得られる化学農薬、特に臭化メチルに

よるくん蒸に大部分を依存してきた（Ahmed, 2001; Gao et al., 2004）。しかしながら

大部分の化学農薬は毒性の問題で使用できなくなり、また臭化メチルにはオゾン層を破

壊する恐れのあることが指摘され、国際連合環境計画（UNEP）モントリオール議定書

により、先進国では 2005 年までに、開発途上国では 2015 年までに検疫用途、緊急用

途、不可欠用途を除き原則的が禁止された（Anonymous, 2000）。さらに植物防疫法

のポジティブリスト化により、検疫の際に生きた害虫が発見されても、それが非検疫対

象害虫であれば臭化メチルによるくん蒸の必要がなくなった。そのため、非検疫対象害

虫に汚染された輸入品は、輸入業者が臭化メチルくん蒸以外の方法で自主的に殺虫処理

を行う必要が生じた。このような状況から、臭化メチルに代わる殺虫技術の開発が早急

に必要とされている。代替殺虫法としては、臭化メチル代替くん蒸剤の利用、天敵類を

用いる生物的防除法、低温処理や高温処理、放射線の利用などの物理的防除法が考えら

れる（中北，2003）。臭化メチル代替くん蒸剤としてはホスフィン（リン化水素）が

農薬登録されているが、処理期間の長さや金属への腐食性といった重大な欠点があるだ
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けでなく、抵抗性害虫の出現が既に報告されており（Badmin, 1990; Benhalima et al.,

2004）、化学農薬を使用しない手段が望ましい。天敵昆虫の利用は候補の一つである

が、これによって害虫を完全に殺虫することは難しい。また、混入によって経済的な害

が発生するという貯蔵食品の特性から被害許容水準はゼロと考えられており（吉田ら，

1989）、天敵は使用場面の設定が困難である。温度条件の利用は、例えば穀物であれ

ば 15℃以下の低温貯蔵が普及しており、害を減らすことに貢献しているが（中北，

1996）、この温度での低温貯蔵は常温に戻した際に再び害虫が活動を始める可能性が

ある。また 60℃以上の高温条件で殺虫は可能であるが、穀物の品質劣化を引き起こす

（中北，1996）。

放射線の利用は有力な代替手段である。貯蔵食品害虫の防除にはコバルト 60 およ

びセシウム 137 のガンマ線（実際にはコバルト 60 の方を用いる）、加速電圧が 1,000

万ボルト以下の電子線、加速電圧が 500 万ボルト以下のエックス線が利用可能である。

これらが利用可能な理由は、非放射性の物質に放射線を照射することにより照射された

物質が放射能を帯びることがあるが、上記３種類の放射線では放射能が誘導されること

はないためである（林，1995）。

ガンマ線とエックス線は、電磁波放射線であり、透過力が大きい。そのため、食品

にほぼ均一に処理できるという利点があるが（Fig. 2）、その反面、施設や装置に分厚

い遮蔽が必要である。ガンマ線は食品に対する照射で現在もっとも多く用いられている

方法である（Anonymous, 2006）が、ガンマ線処理施設は線源となるコバルト 60 を必

要とし、その減衰もあるため施設の維持が困難である。また、食品に対する照射を考え

た場合、処理施設は空港など交通の便のよいところに建設される可能性がある。これは

事故などを想定すればあまり好ましくはない。それに対してエックス線、電子線は線源

に放射性物質を必要とせず加速器によって機械的に発生させるため、放射性物質による

周辺への汚染の心配がなく、注目されるようになってきている。ただし、エックス線は
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電子線からの変換時に発熱量が大きく、転換効率が低いという問題がある（林，

1995）。
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Fig. 2. Image of gamma ray, X ray, high-energy electron beams and low-energy

electron beams.

Low-energy electron beams

High-energy electron beams

Gamma ray, X ray



7

電子線は電子加速装置により発生させられた高速の電子であり，粒子線である。そ

のため透過力は小さく、その透過力はエネルギーに依存する（Fig. 2, 3）。Fig. 3 は低

エネルギー電子線の実際の透過力を示した図であり、吸収線量に応じて着色するフィル

ム（RCF 線量計）を積層し、加速電圧の異なる電子線を照射し、1枚ごとの吸収線量を

プロットしたものである（Hayashi et al., 1998a）。電子線の透過する深さは照射した

ものの密度に依存し、低密度のものほど深く透過するので、横軸は透過する深さと密度

の積である面密度で表されている。170 kV の電子線は、わずかに 2 枚目まで透過して

いるので、密度が 1 g/cm3 の物質に対して透過する深さは 60 μm 程度であると分かる

（等々力，2004）。透過力が小さいことは、メリットとしては大きな遮蔽を必要とし

ないという点だけでなく、エネルギーの小さいものを穀物粒に照射した場合、穀物粒の

内部まで透過せず（Fig. 2, 3）、内部の性質を変えないという利点がある（Hayashi,

1998）。加速電圧 300 kV 以下の低エネルギーの電子線をソフトエレクトロンと定義し、

これは穀物の表面殺菌を目的に研究が進められてきたが（Hayashi et al., 1997, 1998ab;

Hayashi, 1998; Todoriki and Hayashi, 2000）、殺虫効果は明らかでなかった。本論文

では、このソフトエレクトロンの新規な物理的防除法としての利用可能性を明らかにし、

さらに、これを用いた新たな貯蔵食品害虫防除法の提案を行うこと、およびまた、放射

線を照射された昆虫の評価方法を開発し、殺虫機構を解明することを目的とする。
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Fig. 3. Depth-dose curve for electron beams (Hayashi et al., 1998a).

◆170 kV, 4 µA; 180 kV, 8 µA; ▲190 kV, 10 µA; ●200 kV, 14 µA.
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第２章 低エネルギー電子線（ソフトエレクトロン）の貯蔵食品害虫に

対する殺虫効果

第１節 ３種の貯蔵食品害虫に対する低エネルギー電子線の効果

１－１．はじめに

貯蔵食品害虫に加害された穀物は、臭化メチルくん蒸によって殺虫されてきた。臭

化メチルは、残留性は低いものの、人間の健康への影響の観点から好ましくない。さら

に、モントリオール議定書により臭化メチルはオゾン層を破壊する恐れのあることが指

摘され、先進国では 2005 年までに原則的に使用禁止になった。そこで代替手法の開発

が求められており、放射線照射は有力な代替手法の一つである。殺虫に利用可能な放射

線にはガンマ線、エックス線、電子線があり、その中でも電子線はガンマ線のように線

源に放射性物質を必要とせず、転換効率の面でエックス線より有利である（林，

1995）。

低エネルギーの電子線、特に「加速電圧が 300 kV 以下の電子線」と定義されてい

るソフトエレクトロンは、これまで主に穀物の表面殺菌の目的で研究が進められてきた

（Hayashi et al., 1997, 1998ab; Hayashi, 1998; Todoriki and Hayashi, 2000）。ソフト

エレクトロンは透過力が小さいため、分厚い遮蔽を必要とせず、工場のラインへの組み

込みが可能である。また、ソフトエレクトロンはほとんど品質を劣化させることなく貯

蔵食品害虫を殺虫できる可能性がある。そこで、代表的な貯蔵食品害虫であるコクヌス

トモドキ、ノシメマダラメイガ、アズキゾウムシの３種にソフトエレクトロンを照射し、

その殺虫効果を解明した。本研究はソフトエレクトロンを貯蔵商品害虫の殺虫に応用し

た最初の報告である。また、DNA コメットアッセイを DNA の損傷の観察に適用可能

かを予備的に検討した。

１－２．材料と方法
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１－２－１．供試虫

実験に用いた昆虫は、国立研究開発法人 農業・食品産業技術総合研究機構食品研

究部門にて経代飼育されている系統である。コクヌストモドキは小麦全粒粉、ノシメマ

ダラメイガは玄米と米糠を質量比３：１で混合したものを餌として、30℃、70%RH

の恒温恒湿室内で飼育されているもの、アズキゾウムシはアズキを餌として 25℃、

70%RH の恒温恒湿室内で飼育されているものを用いた。

１－２－２．コクヌストモドキとノシメマダラメイガに対するソフトエレクトロン処理

コクヌストモドキとノシメマダラメイガの卵、幼虫、蛹、成虫をシャーレ（直径

5.8 cm、深さ 1.8 cm）に入れて、ナイロンメッシュで被い、ソフトエレクトロンを照

射した。加速電圧は 170 kV、電流は 4 μA である。この条件下で 15 cm はなれた穀物

表面におけるエネルギーは 60 keV であり（ICRU, 1984）、線量率はRCF 線量計によ

る測定で0.48 Gy/min であった（Far West Co. Ltd.）（McLaughlin et al., 1977）。

コクヌストモドキの場合、1 処理区の個体数は、卵では 20、幼虫では 20、蛹では

15、成虫では 20 とした。照射時間は卵では 0（無処理）、2、5、10、15 分、幼虫、蛹、

成虫では 0（無処理）、1、2、5、10、15 分とした。処理後、30℃、70%RH の恒温恒

湿室に戻した。幼虫と成虫には餌として小麦全粒粉を与えた。卵は 7日後に孵化幼虫数、

幼虫と蛹はそれぞれ 17 日後と 7日後に成虫になった個体数、成虫は 7日後に生存個体

数を数えた。

ノシメマダラメイガの場合、1処理区の個体数は、卵では 20、幼虫では 20、蛹では

10、成虫では10 とした。照射時間は卵、幼虫、蛹では0（無処理）、 2、5、10、15 分、

成虫では 0（無処理）、1、2、5、10、15 分と設定した。処理後、30℃、70%RH の恒

温恒湿室に戻した。幼虫には餌として玄米を与えた。卵は 6日後に孵化幼虫数、幼虫と

蛹はそれぞれ 20 日後と 8日後に成虫になった個体数、成虫は 3日後に生存個体数を数
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えた。

昆虫種×発育ステージ×照射時間の組み合わせはそれぞれ3反復とした。

１－２－３．アズキゾウムシに対するソフトエレクトロン処理

表面に 1個の卵が産み付けられているアズキ 15 個を卵の面を上にしてシャーレ（直

径 5.8 cm、深さ 1.8 cm）に粘着テープで固定し、ソフトエレクトロンを照射した。照

射の条件は、上記と同じである。照射時間は、0（無処理）、1、2、5、10 分とした。

処理後、25℃、70%RH の恒温恒湿室に戻し、7日後に孵化幼虫数を数えた。

アズキゾウムシの幼虫はアズキ粒の中で発育するため、直接電子線を照射すること

はできない。そのため、1 頭のアズキゾウムシ幼虫がアズキ粒の中に入っているアズキ

を 20 個用意した。それをシャーレに入れ、ナイロンメッシュで被い、アズキ粒の表面

全体にソフトエレクトロンが当たるように穀粒回動装置でアズキ粒を回転させながら、

ソフトエレクトロンを照射した。照射時間は、0（無処理）、1、2、5、10、15 分とし

た。アズキ粒を回転させた影響を見るために、ソフトエレクトロンを照射せずにアズキ

粒を回転させるだけの処理も行った。処理後、25℃、70%RH の恒温恒湿室に戻し、4

週間後に出現した成虫数を数えた。

20 頭のアズキゾウムシ成虫をシャーレに入れ、ナイロンメッシュで被い、ソフトエ

レクトロンを照射した。照射時間を、0（無処理）、1、2、5、10、15 分とし、5日後に

生存しているアズキゾウムシ成虫数を数えた。

それぞれの処理は3反復とした。

１－２－４．殺虫の機構の予備的検討

ソフトエレクトロン処理した昆虫の個々の細胞内で切断された DNA 鎖を DNA コ

メットアッセイ（単細胞ゲル電気泳動法）で調べた。ノシメマダラメイガの幼虫に加速
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電圧 170 kV の電子線を 10 秒間照射し、照射後すぐに液体窒素で凍結した。それを丁

寧にすりつぶし、粉末にして、冷却した PDS バッファーにけん濁し、125 μm のナイ

ロンメッシュで濾した。このようにして得た細胞のけん濁液を Singh et al.（1988）の

方法により、アルカリコメットアッセイにかけ、DNA の断片化を観察した。

１－３．結果

１－３－１．コクヌストモドキに対する効果

Table 1 にソフトエレクトロンの殺虫効果の結果を示す。卵では、未処理区では 20

個中平均 14.3 個が孵化したのに対し、処理区では 2 分以上の処理で孵化幼虫は見られ

なかった。幼虫、蛹でも同様で、未処理区では幼虫 20 頭中平均 19.0 頭、蛹 15 頭中平

均 13.5 頭が成虫まで発育できたのに対し、処理区ではどちらのステージでも 1 分以上

の処理で成虫まで発育した個体は見られなかった。成虫では 20 頭中、未処理区では平

均 19.3 頭が生存し、5 分間の処理までは生存率が高かったが、10 分以上の処理で全て

の成虫が死亡した。

１－３－２．ノシメマダラメイガに対する効果

未処理区では、卵では 20 個中平均 16.0 個が孵化、幼虫では 20 頭中平均 4.7 頭が成

虫まで発育、蛹では 10 頭中 9.3 頭が羽化したのに対し、処理区では 2分以上の処理で

すべての個体が死亡した。成虫ではすべての成虫が死亡するのに 15 分間の処理が必要

であった。
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Table 1. Survival responses of eggs, larvae, pupae and adults of three stored-product insect pests after exposure to soft electrons.

Exposure

time (min)

0 (control) 1 2 5 10 15

Dosage

(kGy)

0 (control) 0.48 0.96 2.4 4.8 7.2

Egg 20 5 14.7 ± 1.7a - 0.0 ± 0.0b 0.0 ± 0.0b 0.0 ± 0.0b 0.0 ± 0.0b

Larva 20 17 19.0 ± 0.6a 0.0 ± 0.0b 0.0 ± 0.0b 0.0 ± 0.0b 0.0 ± 0.0b 0.0 ± 0.0b

Pupa 15 7 13.3 ± 0.3a 0.0 ± 0.0b 0.0 ± 0.0b 0.0 ± 0.0b 0.0 ± 0.0b 0.0 ± 0.0b

Adult 20 7 19.3 ± 0.3a 19.3 ± 0.3a 19.0 ± 0.0a 16.0 ± 1.2b 0.0 ± 0.0c 0.0 ± 0.0c

Egg 20 6 16.0 ± 0.6a - 0.0 ± 0.0b 0.0 ± 0.0b 0.0 ± 0.0b 0.0 ± 0.0b

Larva 20 20 4.7 ± 0.9a - 0.0 ± 0.0b 0.0 ± 0.0b 0.0 ± 0.0b 0.0 ± 0.0b

Pupa 10 8 9.3 ± 0.3a - 0.0 ± 0.0b 0.0 ± 0.0b 0.0 ± 0.0b 0.0 ± 0.0b

Adult 10 3 9.3 ± 0.3a 8.7 ± 1.3ab 7.0 ± 2.1ac 3.3 ± 0.7cd 3.7 ± 0.3bcd 0.0 ± 0.0d

Egg 15 7 11.7 ± 1.5a 0.0 ± 0.0b 0.0 ± 0.0b 0.0 ± 0.0b 0.0 ± 0.0b -

Larva 20 35 19.0 ± 0.6a 3.0 ± 0.6b 4.3 ± 0.7b 3.3 ± 0.3b 4.7 ± 0.9b 3.3 ± 0.3b

20
* 35 19.0 ± 0.6a 18.0 ± 0.6a 18.7 ± 0.7a 19.0 ± 0.6a 18.7 ± 0.9a 18.0 ± 0.0a

Adult 10 5 10.0 ± 0.0a 10.0 ± 0.0a 10.0 ± 0.0a 8.7 ± 1.3a 2.3 ± 1.9b 3.0 ± 0.6b

10.0 ± 0.0a
**

9.7 ± 0.3a
**

6.7 ± 0.9b
**

0.0 ± 0.0c
**

0.0 ± 0.0c
**

0.0 ± 0.0c
**

No. of

individuals

Day after

exposure

Number of survivors (mean ± SE)

Tribolium

castaneum

Plodia

interpunctella

Callsobruchus

chinensis

Species Stage

Means followed by different letters are significantly different by Tukey-Kramer HSD test (P < 0.05).

* These individuals had rotation treatment without electron exposure.

** Number of active adults.
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１－３－３．アズキゾウムシに対する効果

卵では、未処理区では 15 個中平均 11.7 個が孵化したのに対し、処理区では 1分以

上の処理で孵化幼虫は見られなかった。幼虫では、ソフトエレクトロンを照射せずにア

ズキ粒を回転させただけでは死亡率の上昇は見られなかった。ソフトエレクトロン処理

区では照射時間にかかわらず平均 3.0–4.7 頭が成虫まで発育した。成虫では、少しでも

脚を動かすことができれば生存していると判定した場合、15 分間の処理でも生存して

いるものが見られたが、歩行能力のあるもののみを「活性のある成虫」と判定した場合、

5分以上の処理で「活性のある成虫」は見られなくなった。

１－３－４．殺虫の機構の予備的検討

Fig. 4 に加速電圧 170 kV、10 分のソフトエレクトロン処理後 17 日経ったコクヌス

トモドキ幼虫を示す。照射直後は外見に変化はないものの、照射処理を行った幼虫の動

きは緩慢であった。また、照射処理を行った幼虫は餌を摂食せず、照射の 17 日後、後

部から後腸が出現した。照射処理を行った幼虫にこのように摂食せず、後腸が出現する

ものが複数見られた。
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Fig. 4. Larva of T. castaneum 17 days after treatment with electrons at acceleration

voltage of 170 kV electrons for 10 min.
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ノシメマダラメイガ幼虫の DNA に対するソフトエレクトロンの効果を DNA コメ

ットアッセイで調べた。幼虫の全身から得た細胞核を電気泳動にかけた。このアッセイ

では、個々の細胞の DNA 鎖の切断が彗星の尾のような形で観察される。Fig. 5a は未

処理の幼虫から得た泳動図で、ほとんど全ての細胞から得た泳動図が丸い形をしており、

彗星の尾は短い。これは DNA の損傷がほとんど起こっていないことを示している。

Fig. 5c は 100 Gy のガンマ線照射をした幼虫から得た泳動図で、彗星の尾は大きく、

細胞間の差は小さい。これは全身で均等に DNA の損傷が起きたことを示している。

Fig. 5b はソフトエレクトロン処理した幼虫から得た泳動図で、彗星の尾が大きいもの

が多いが、いくつか尾の短いもの、中間のものが見られる。これは全身で均等に DNA

が損傷しなかったことを示している。しかし、彗星の尾が短いものは少なく、これは、

幼虫の内部まで電子線が到達していることを示している。

これらの結果は、加速電圧 170 kV のソフトエレクトロンの効果は幼虫の表面だけ

に限らないことを示している。
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Fig. 5. DNA comet assay for the cells of P. interpunctella larvae:

a. Comet images of individual cells from untreated larvae;

b. Comet images of individual cells from the larvae treated with electrons at

acceleration voltage of 170 kV for 10 sec;

c. Comet images of individual cells from the larvae treated with gamma rays

at 100 Gy.
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１－４．考察

以上の結果は、加速電圧 170 kV のソフトエレクトロン照射がコクヌストモドキと

ノシメマダラメイガの卵、幼虫、蛹を極めて短時間で殺虫できることを示している。コ

クヌストモドキとノシメマダラメイガの成虫は殺虫にやや長い時間を要したが、それぞ

れ10 分と15 分で殺虫できた。また、加速電圧170 kV のソフトエレクトロンは穀物を

外側から食べる害虫を15 分（7.2 kGy）以上の処理で殺虫できることが示唆された。

加速電圧 170 kV のソフトエレクトロンは、アズキゾウムシの卵も極めて短時間で

殺虫できたが、成虫と幼虫は 15 分間の照射後も生存する個体がいた。成虫は 5分間の

照射で歩行能力を失ったので、5 分間の処理で不活性化することができる。アズキゾウ

ムシの幼虫の生存率は照射時間に依存しなかった。アズキゾウムシの幼虫は豆の中で成

育するので、ソフトエレクトロンが豆の中心まで到達しないことが示唆される。アズキ

ゾウムシの幼虫を殺虫するのに必要な加速電圧を推定するための更なる研究が必要であ

る。

ガンマ線の照射は不妊化を引き起こすことが報告されている（Cogburn et al., 1966;

Brower, 1974; Hussain and Imura, 1989）。ソフトエレクトロン処理をした幼虫から得

た細胞でも DNA の損傷が見られたので、ソフトエレクトロンも不妊化を引き起こす可

能性がある。ソフトエレクトロン照射された昆虫における繁殖能力の研究が必要である。

また、今回用いた DNA コメットアッセイによりソフトエレクトロン処理された昆虫の

DNA に対する影響を評価できる可能性があることが明らかになった。

先行研究（Hayashi et al., 1997, 1998a）により、殺菌目的の加速電圧170 kV のソ

フトエレクトロン照射は、穀物の物理化学的性質や脂質に対して影響を与えないことが

報告されている。殺虫に必要な線量は殺菌に必要な線量より小さいと思われる。例えば、

今回得られた殺虫に必要な線量（7.2 kGy; 170 kV, 4 μA, 15 分）は、米の殺菌に必要

な線量（21.6 kGy; 170 kV, 4 μA, 45 分）の３分の１である。したがって、ソフトエレ
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クトロンの穀物の害虫への使用は、穀物の品質への影響の面で、ガンマ線や高エネルギ

ー電子線より有利であると思われる。

ソフトエレクトロン処理装置のプロトタイプが日本の企業によって開発されており、

この装置では、線量 28 kGy、電流 4 μAで、500 kg/時の速度で穀物の殺菌が可能であ

る（Kaneko et al., 2001）。殺虫目的で必要な線量は殺菌目的の３分の１であるため、

殺虫目的では３倍の 1.5 t/時の速度で処理が可能であると考えられる。装置の大きさは、

奥行き1.6 m×幅2.7 m×高さ2.1 m であり、電子線走査の幅は45 cm である。ソフトエ

レクトロン照射装置の処理能力は装置の大きさ、特に、電子線走査と電流の大きさに依

存する。大量の穀物の処理システムを構築するためには更なる研究が必要であるが、本

節の結果は、ソフトエレクトロン処理が穀物の品質をほとんど劣化させずに貯蔵食品害

虫を殺虫する方法としての可能性を持つことを示した。

第２節 実用型ソフトエレクトロン処理装置の貯蔵食品害虫防除への応用

２－１．はじめに

低エネルギー電子線（ソフトエレクトロン）は透過力が小さく、装置に分厚い遮蔽

を必要としないため、精米施設、食品工場のラインに組み込むタイプの処理装置の設計

が可能である。実際、穀物処理用の実用型のプロトタイプ処理装置が開発されている

（ソフトエレクトロンプロセッサー, NHV コーポレーション）（Hayashi et al. 2002;

Kaneko et al., 2001）。

前節で、ソフトエレクトロン処理によって、貯蔵食品害虫のうちノシメマダラメイ

ガやコクヌストモドキのように穀粒の外部に生息するものは完全に殺虫が可能であり、

アズキゾウムシのように幼虫が穀粒の内部で発育するものは一部が生存することが明ら

かになった。



20

そこで、本節では貯穀害虫が加害している穀物・豆を実用型ソフトエレクトロン処

理装置によって処理した場合に、どの程度の殺虫効果を示すかを調べた。

２−２．材料と方法

２−２−１．コクゾウムシが加害している玄米の調製

卵から成虫までの発育段階のコクゾウムシが加害している玄米のサンプルを用意す

るために、次のような調製を行った。600 g の玄米が入った容器（直径 14.9 cm，高さ

9.1 cm）に 100 頭の成虫を入れ、25℃、70%の条件下で 22日飼育し、成虫を取り除い

た。これを 2.4 kg の未加害の玄米と混ぜ、更に 25℃、70%の条件下で２日間置いた。

それに出現後１週間以内の成虫を混ぜ、ソフトエレクトロン処理を行った。

２−２−２．ノシメマダラメイガが加害している玄米の調製

卵から終齢幼虫までの発育段階のノシメマダラメイガが加害している玄米のサンプ

ルを用意するために、次のような調製を行った。ソフトエレクトロン処理の 24、17、

10、3日前に、3 mg のノシメマダラメイガの卵（およそ160 卵）をそれぞれ300 gの玄

米に混ぜ、25℃、70%の条件下で飼育した。卵は 25℃、70%で雌成虫に３日間産卵さ

せた玄米を用いた。卵と混ぜてからの経過期間が異なる 4 種類の玄米（300 g）を 1.8

kg の未加害玄米と混ぜ、ソフトエレクトロン処理を行った。

２−２−３．アズキゾウムシが加害しているアズキの調製

卵から蛹までの発育段階のアズキゾウムシが加害しているアズキを用意するために、

次のような調製を行った。ソフトエレクトロン処理の 17、12、7日前にそれぞれ 200 g

の小豆が入った容器（直径 14.9 cm，高さ 9.1 cm）に 10 対のアズキゾウムシ成虫を入

れ、30℃、70%RH の条件下で飼育した。また、ソフトエレクトロン処理の 3 日前に
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200 g のアズキに 10 対のアズキゾウムシ成虫を入れ、25℃、70%RH の条件下で飼育

した。成虫はソフトエレクトロン処理の前に取り除いた。飼育期間が異なる 4種類のア

ズキ200 g を2.2 kg の未加害アズキと混ぜ、ソフトエレクトロン処理を行った。

２－２－４．ソフトエレクトロン処理

上記の方法であらかじめ貯穀害虫に加害させておいた3 kg の玄米およびアズキをソ

フトエレクトロンプロセッサー（NHV コーポレーション, 京都市, 日本）で処理した。

加速電圧は 150 kV、電流は玄米の場合は 4.4 mA、アズキの場合は 6.4 mA とした。

線量は RCF 線量計（Far West Co. Ltd.）による測定で 3.0 kGy と推定された

（McLaughlin et al., 1977）。加速器のウインドウから 5 cm 離れた玄米およびアズキ

表面でのエネルギーは 80 keV と推測された。それぞれの貯穀害虫について反復は 3回

とし、未処理区も設けた。

２−２−５．ソフトエレクトロンの効果判定

照射後、25℃、70%RH の条件下に置き、出現する成虫を毎週カウントした。カウ

ントした際に、成虫は取り除いた。

２－３．結果と考察

ノシメマダラメイガはソフトエレクトロン処理によって全て殺虫され、処理後に成

虫になった個体は観察されなかった（Table 2）。これは穀物を外側から食べる害虫の

場合、実用型ソフトエレクトロン処理装置によって完全に殺虫できることを示している。

コクゾウムシとアズキゾウムシの大部分はソフトエレクトロン処理によって殺虫で

きたが、一部は生き残った。どちらもソフトエレクトロン処理から 4週間後までに出現

した成虫の割合は未処理区と比較して 10%以下であった。このことは穀物・豆の内部
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にいた個体の大部分がソフトエレクトロン処理によって殺虫できたことを示している。

コクゾウムシでは処理の直前に生きた成虫を混ぜたが、これらは処理の 24 時間後には

全て死亡した。いっぽう未処理区では全て生存していた。
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Table 2. Number of adults emerged from brown rice or adzuki bean during storage after soft-electron treatment

Storage period (weeks)

2 3 4 5 6 7 8 9 10

S. zeamais

Untreated 0 ± 0 359 ± 31 1643 ± 81 1353 ± 84 253 ± 37 22 ± 2 11 ± 4 1023 ± 126 530 ± 48

(0 ± 0)
b (359 ± 31) (2002 ± 111) (3355 ± 194) (3608 ± 180) (3630 ± 179) (3641 ± 179) (4664 ± 157) (5193 ± 186)

Treated 0 ± 0 2 ± 1 96 ± 7 344 ± 15 17 ± 3 1 ± 0 1 ± 1 3 ± 3 35 ± 3

(0 ± 0) (2 ± 1) (98 ± 7) (441 ± 29) (458 ± 31) (459 ± 31) (460 ± 32) (463 ± 33) (498 ± 30)

P. interpunctella

Untreated 0 ± 0 27 ± 6 92 ± 4 37 ± 2 45 ± 7 1 ± 1 —
a — —

(0 ± 0) (27 ± 6) (120 ± 2) (157 ± 4) (202 ± 8) (203 ± 9)

Treated 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 — — —

(0 ± 0) (0 ± 0) (0 ± 0) (0 ± 0) (0 ± 0) (0 ± 0)

C. chinensis

Untreated 242 ± 13 468 ± 25 343 ± 7 53 ± 6 21 ± 6 240 ± 103 587 ± 117 301 ± 25 46 ± 12

(242 ± 13) (710 ± 37) (1053 ± 38) (1106 ± 35) (1127 ± 41) (1367 ± 133) (1954 ± 250) (2255 ± 236) (2300 ± 224)

Treated 22 ± 11 17 ± 2 42 ± 8 3 ± 1 1 ± 1 53 ± 7 129 ± 36 65 ± 25 3 ± 1

(22 ± 11) (39 ± 10) (81 ± 3) (85 ± 3) (86 ± 3) (139 ± 10) (267 ± 27) (333 ± 52) (336 ± 52)

Mean ± SE.

a No datum.

b Cumulative.
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本実験において、生殖能力がある場合、出現した成虫は取り除かれるまでのあいだ

に交尾、産卵し、それが次世代の成虫として出現する。出現する成虫の数はコクゾウム

シでは 7–8 週間後、アズキゾウムシでは 5–6 週間後に一時減少し、そこから再び増加

している。このことはソフトエレクトロンによって処理された第 1世代の出現が終わり、

その子の第 2世代が出現し始めたことを示している。第 2世代が出現することから、ソ

フトエレクトロン処理によって不妊化されなかったことが分かる。ソフトエレクトロン

が穀物・豆の内部の幼虫まで到達していなかったと推測され、これはアズキゾウムシに

よる先行研究の結果とも一致している（Imamura et al., 2004a）。

結論として、実用型ソフトエレクトロン処理装置は穀物・豆の害虫の殺虫が可能で、

特に穀物・豆の外側に生息する害虫は完全に殺虫が可能であると言える。穀物・豆の粒

の内部に生息する害虫は完全には殺虫できず、これらを完全に殺虫するためには他の防

除技術との組み合わせが必要である。
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第３章 アズキ内部および玄米内部の害虫に対するソフトエレクトロン

照射の効果

第１節 アズキゾウムシに対するソフトエレクトロン処理の影響

１－１．はじめに

東アジア原産と考えられるアズキは、日本で最も人気のある豆類の一つである。こ

の豆は餡子や赤飯などに利用されている。貯蔵の際に、しばしばアズキゾウムシの加害

を受ける。このアズキゾウムシはアズキ以外にササゲ、ひよこ豆、リョクトウなどを加

害することで知られている。成虫は豆の表面に卵を産みつけ、孵化した幼虫は豆の中に

侵入し、豆の内部を食べて成長する。豆の内部で蛹化し、成虫は 30℃では産卵のおよ

そ21 日後に出現する（Arora and Singh, 1970; Ahmed et al., 2003）。酷い加害があっ

た場合、豆には成虫が出現する際に空けた穴が目立つようになり、食用に適さなくなり、

また、豆の発芽能力も失われてしまう。Aslam（2004）はアズキゾウムシによって引

き起こされるひよこ豆の収率損失を見積もり、アズキゾウムシを貯蔵豆の主要な害虫で

あることを明らかにしている。

緒言で述べたように、アズキゾウムシを含む貯蔵食品害虫の防除法としてくん蒸に

よる殺虫の代替手段の開発が急務となっている。化学農薬を使わず、残留性の少ない手

段が理想的であり、放射線照射はその候補の一つである。放射線を用いた殺虫の概念は

国際的に理解されており（IAEA, 1989）、今までに、37 カ国で豆を含んだ貯蔵乾燥食

品に対する放射線殺虫処理が認可されている（Anonymous, 2006）。食糧・ 農業にお

ける核技術 FAO / IAEA 共同事業部 （Joint FAO/IAEA Division of Nuclear

Techniques in Food and Agriculture）はWTO 全加盟国の認可によって放射線照射の使

用を植物検疫措置とするように尽力している（Anonymous, 2004）。ガンマ線の照射

は穀物に対する殺虫処理として長年支持されている（Cornwell, 1966; Hussain and

Imura, 1989）。しかしながら、ガンマ線照射は照射した食品の品質に悪影響を与える
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ことが報告されている（Hayashi, 1991; Hayashi et al., 1997; Amjad and Anjum,

2003）。その一方、電子線照射はより安全で費用対効果が高く、環境への影響も少な

い（Furuta, 1987）。電子線はガンマ線よりも透過力が小さく、更に電子線発生装置か

らの電子線の利用効率（最大で 80%）はガンマ線の効率（1–25%）と比べて非常に高

い（Best, 1989）。検疫処理としての電子線照射の有効性はナミハダニ Tetranychus

urticae Koch.、マメハモグリバエ Liriomyza trifolii (Burgess)、ハスモンヨトウ

Spodoptera litura (Fab.)、モモアカアブラムシMyzus persicae (Sulzer)などの切り花害

虫で報告されている（Dohino and Tanabe, 1994; Kumagai and Dohino, 1995; Dohino

et al., 1996, 1998）。Tanabe and Dohino（1995）は 17 種類の切り花に対する電子線

照射の影響を研究し、12 種類に対しては5 MeV のエネルギーでも悪影響がないことを

明らかにし、電子線照射はこれらの切り花種にとって効果的な検疫処理であることを示

した。

比較的小さい透過力を持つソフトエレクトロン（加速電圧 300 kV 以下の電子線）

は、熱処理やガンマ線照射に比べて品質をほとんど低下させることなく、穀物、豆、香

辛料、発芽野菜（スプラウト）を効果的に殺菌できることが報告されている（Hayashi,

1998）。ソフトエレクトロンは透過力が小さいので、分厚い遮蔽を必要とせず、その

ため、食品処理工場のラインへの組み込みが容易である（Todoriki and Hayashi,

2000）。Imamura et al.（2004b）は実用型ソフトエレクトロン処理装置を貯蔵食品害

虫の殺虫に利用する試験を行い、殺虫効果のあることを示した。また、加速電圧 170

kV のソフトエレクトロンはコクヌストモドキとノシメマダラメイガの卵、幼虫、蛹を

効果的に殺虫できる（Imamura et al., 2004a）。これらの結果を踏まえ、ソフトエレク

トロンのアズキゾウムシ防除への有効性を評価するために、ソフトエレクトロンのアズ

キへの照射による粒内のアズキゾウムシへの効果を明らかにする。まず発育ステージの

違いによる感受性の差を調査するために、アズキ粒内のアズキゾウムシの様々な発育ス
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テージに 170 kV のソフトエレクトロンを照射し、アズキゾウムシへの効果を調べた。

その後、もっとも効果的な線量を見つけるために、上記の試験でもっとも死亡率が低か

った発育ステージを耐性ステージとし、これにより高い線量の電子線を照射した。

１－２．材料と方法

１－２－１．実験１．アズキゾウムシの異なる発育ステージの放射線感受性

アズキの準備

アズキ（品種「大納言」）を実験に用いた。アズキゾウムシは 30±1℃、70%RH の

恒温恒湿室で累代されているものを用いた。出現後間もないアズキゾウムシ成虫 25 ペ

アを100 g のアズキの入った容器内に放し、翌日取り除いた。アズキは丁寧によく混ぜ、

25 g ずつの 4つのサンプルに分けた。これらは直径 8.3 cm のプラスチック容器に入れ、

30±1℃、70%RH の恒温恒湿室で目的とする齢まで飼育した。同様にして様々な齢の

アズキゾウムシを得た。アズキゾウムシ成虫を取り除いた日を 0日とした場合、実験に

用いた齢は 0、2、4、6、8、10、12、14、16、18 日であり、30℃での飼育により

（Hussain and Imura, 1989）0 から 18 日齡は産卵されて間もない卵から豆の中に留ま

っている成虫までを含むと推定できる。

ソフトエレクトロン処理

前記の方法で用意した様々な齢のアズキゾウムシが生息するアズキ（25 g）にヴァ

ンデグラフ電子加速器（NHV コーポレーション, 京都, 日本）で発生させた加速電圧

170 kV のソフトエレクトロン（電流2 μA）を照射した。アズキは照射窓から15 cm の

距離にある穀粒回動装置のトレーに入れた。 回動装置は１秒間に１回の往復運動と 10

回の振動を行うように設定した。トレー表面における線量率は、RCF 線量計により、

170 kV の条件で 0.5 kGy/min と推定された（Hayashi et al., 1998a）。よって、10
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kGy の処理を行うために、20 分間の照射を行った。電子線照射を行わない対照区も設

定した。

１－２－２．実験２．耐性ステージである18 日齢に対する処理

１－２－２で記述したアズキゾウムシの異なる発育ステージの放射線感受性の試験

で、もっとも死亡率が低かった耐性ステージは18日齢であることが分かった（Fig. 6）。

この耐性ステージに対する効果的なエネルギーと線量を決定するために、前記の方法で

準備した 18 日齢のアズキゾウムシが生息しているアズキを、10 kGy（170 kV）、20

kGy（170 kV）、10 kGy（200 kV）、20 kGy（200 kV）の 4 条件で処理した。200

kV の場合、電流は 7 μAであり、トレー表面での線量率は 1.78 kGy/min と推定された。

よって、照射時間はそれぞれの処理区で 20、40、6、12 分であった。電子線照射を行

わない対照区も設定した。

１－２－３．殺虫効果の判定

それぞれの処理区、対照区から出現した成虫数を記録した。二酸化炭素で麻酔し、

目開き3.3 mm のふるいでふるうことにより、成虫をアズキから分離した。また、性別

は触角の形状で識別した（Halstead, 1986）。観察は産卵の 21 日後から開始し、2日連

続で新しい成虫が出現しなくなるまで続けた。成虫の出現数の減少率を対照区との比較

で計算した。性比は出現個体数に対する出現した雌の個体数によって求めた。出現した

成虫の寿命、産卵数、次の世代まで成長した子の数を調べるために、処理区及び対照区

から得た成虫を雌雄１対ずつ25 g のアズキの入った容器に放し、毎日、観察した。

データの解析には一元配置分散分析及び Tukey-Kramer HSD test を用いた。対照区

と試験区の比較には t-test を用いた（SAS Institute, 2002）。
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１－３．結果

１－３－１．アズキゾウムシの発育ステージと放射線感受性の関係

成虫の出現に対するソフトエレクトロン処理（10 kGy, 170 kV）の効果を対照区に

対する処理区の出現成虫数の減少率で示した（Fig. 6）。全ての処理区で出現成虫数は

対照区よりも有意に低く、その数は 0、2及び 4日齢の 0頭から 18 日齢の平均 32.21 頭

の間であった。出現成虫数の減少率は齢が増すごとにゆっくりと減少した。その値は 0、

2及び 4日齢で 100%、16 日齢で 80.76%、18 日齢で 50.68%であった。全ての処理区

でソフトエレクトロン処理の有意な影響があったが、最も感受性の高いステージは 0か

ら4日齢であった。
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Fig. 6. Effect of soft electron treatment (170 kV–10 kGy) on C. chinensis of different

ages in terms of reduction in adult emergence. Mean (± SE) values followed by

different letters are significantly different at P < 0.05 (Tukey–Kramer HSD test).
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１－３－２．成虫の出現率、寿命、産卵数に対する影響

最も効果的な線量を求めるため、18 日齢のアズキゾウムシが生息しているアズキに

4 種類の処理を行った。全ての処理区で成虫の出現率は対照区より有意に低かった

（Table 3）。出現成虫数の平均は、対照区の 107.0 個体に対し、処理区では最少で 20

kGy（200 kV）処理区の24.7 個体、最多で10 kGy（170 kV）処理区の50.6 個体であ

った。10 kGy（170 kV）処理区を除き、他の全ての処理区で出現成虫数に統計的差は

なかった。対照区に対する出現成虫数の減少率は10 kGy（170 kV）処理区の52.6%に

対し、20 kGy（170 kV）処理区、10 kGy（200 kV）処理区、20 kGy（200 kV）処理

区でそれぞれ 76.3%、74.6%、76.9%であった。成虫出現後の観察により、出現した成

虫の寿命、産卵数、成虫まで発育した子の数に対して、ソフトエレクトロンが影響を与

えることが分かった。すなわち、すべての処理区で成虫寿命は対照区よりも短かく、処

理区で 2.1 から 2.6 日であるのに対し、対照区では 7.6 日であった。同様に、産卵数は

対照区の 59.3 個に対し、20 kGy（200 kV）処理区、10 kGy（200 kV）処理区、20

kGy（170 kGy）処理区、10 kGy（170 kV）処理区でそれぞれ2.3、2.7、4.9、12.8 個

であった。また、出現した成虫が産んだ卵は、対照区で 42.6 頭が成虫まで発育したの

に対し、全ての処理区で成虫まで発育する個体は見られなかった。

１－３－３．出現した成虫の性比に対する影響

ソフトエレクトロン処理は出現した成虫の性比に有意な影響を与えなかった（Table

4）。雌性比は 0.31 から 0.42 で、日齢間の比較、及び対照区との比較で有意差はなか

った。
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Table 3. Effect of different soft electron treatments on 18-day-old C. chinensis in terms of adult emergence, longevity and fecundity.

Treatment
Number of adults

emerged

Percentage

reduction over

control

Adult longevity

(days)
1

Number of eggs

per female
2

Mean number of

adults emerged

(second generation)

10 kGy (170 kV) 50.6 ± 1.3b 52.6 2.6 ± 0.2b 12.8 ± 0.6b 0.0

20 kGy (170 kV) 25.3 ± 3.5c 76.3 2.2 ± 0.2bc 4.9 ± 0.3c 0.0

10 kGy (200 kV) 27.3 ± 3.4c 74.6 2.1 ± 0.2c 2.7 ± 0.3d 0.0

20 kGy (200 kV) 24.7 ± 0.9c 76.9 2.2 ± 0.1c 2.3 ± 0.2d 0.0

Control 107 ± 2.6a — 7.6 ± 0.2a 59.3 ± 2.1a 42.6

Mean ± SE followed by different letters are significantly different (P < 0.05) by Tukey-Kramer HSD test using SQRT(x ± 0.5)

transformed data.

1 n = 60; 2 n = 30.
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Table 4. Effect of soft electron treatment on the sex ratio of treatment surviving adults of C. chinensis.

Treatment 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

10 kGy (170 kV) x x x 0.31 0.34 0.42 0.39 0.32 0.37 0.31

Control 0.35 0.38 0.39 0.35 0.38 0.39 0.35 0.38 0.39 0.35

t-test NS NS NS NS NS NS NS

Treatment age of insect (days)

Female sex ratio
1

1 Ratio of number of female insects to total population.

x, no adult emergence; NS, non-significant.
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１－４．考察

１－４－１．アズキゾウムシの異なるステージの放射線感受性

ソフトエレクトロンは、食品照射に用いられる電離放射線の中で、ガンマ線、エッ

クス線、高エネルギー電子線よりも安全である（Hayashi et al., 1998b）。今回の結果

より、ソフトエレクトロンは、アズキゾウムシの防除に効果のあることが分かった。全

ての成虫以前のステージにおける照射は幼虫から成虫への発育を妨げたが（80–

100%）、O’Brien and Wolfe（1964）と同様に齢によって感受性の差が見られた。す

なわち、アズキゾウムシの放射線感受性は、齢とともに有意に低下した（Fig. 6）。齢

と感受性の関係より、死亡率が 90–100%である感受性の高いグループ（0–10 日齢）、

死亡率が 80–90%である感受性のあるグループ（12–16 日齢）、死亡率が 50%程度で

ある耐性のあるグループ（18 日齢）に分けることができる。これらの３グループは、

30℃での発育サイクルにより（Hussain and Imura, 1989）、それぞれ卵から幼虫の初

期、幼虫の後期から蛹、豆の中で出現に備えている成虫に対応している。本研究におい

ても、それぞれの日齢の 50 個の豆を分解することによってもこのことを確認した。今

回の結果でアズキゾウムシは発育が進むに従ってソフトエレクトロン照射による死亡率

が低下したが、ガンマ線照射によっても蛹と成虫を殺虫するためには卵、幼虫を殺虫す

る場合よりも高い線量を要することが報告されている（Yoshida et al., 1972）。発育の

進んだステージで放射線耐性が見られることは、ハスモンヨトウ（Seth and Sehgal,

1987）、ナミハダニ（Dohino and Tanabe, 1994）など他種でも報告がある。

昆虫に対する放射線の影響は照射した昆虫を構成している細胞の放射線感受性と密

接に関わっている。細胞分裂と組織の分化は卵の胚発生時に起こる。昆虫の分裂細胞は

放射線に極めて敏感であるため、卵は最も放射線感受性が高い。一方、成虫は分裂細胞

が少なく安定であり、最も耐性がある（Ahmed, 2001）。今回の結果からも、卵が最も

放射線感受性の高いことを確認できた。また、電子線照射のエネルギーは照射する食品
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の表面から奥に行くほど減少する（Hayashi et al., 1998）。卵は豆の表面に固着される

ために電子線が直接当たるが、他のステージでは、豆の中で発育するために放射線の効

果が減少あるいは阻害されていると考えられる。同様に、初期の幼虫は後期の幼虫や蛹

よりも感受性が高く、これは豆内部の幼虫の生息している場所が影響している可能性が

ある。Ahmed et al.（2003）はアズキゾウムシの初期の幼虫は豆の表面直下に留まって

いるが、４齢幼虫は豆の奥深くにいることがあり、この違いが植物精油のアズキゾウム

シへの殺虫効果に影響していることを明らかにした。これは、豆内で豆の表面近くにい

るかどうかが感受性に直接的に関わってくることを意味している。豆内部での位置の他

に、成虫の外表皮の堅さが昆虫内部へ電子線が透過するのを妨げる可能性がある。これ

は昆虫の最も発育の進んだステージで最も放射線に耐性があるという観察（Hallman,

2000）と一致する。コクヌストモドキとノシメマダラメイガにおいても、成虫以前の

発育段階に対してソフトエレクトロンが効果的であるという同様の結果が報告されてい

る（Imamura et al., 2004a）。

１－４－２．耐性ステージに対する効果的な線量

電子線照射に対してもっとも耐性がある 18 日齢のステージに対し、３種の高線量条

件を試した。エネルギーレベルの高い処理（200 kV）では 10 kGy（170 kV）処理よ

りも成虫の出現率は有意に減少した（Table 3）。このことは透過力に直接影響する電

子線のエネルギー（Hayashi et al. 1991）が線量よりも殺虫率に対して決定的な役割を

持つことを示している。３種類の高線量条件では、10 kGy（200 kV）処理は処理時間

が短いため、最も効果的な処理である。

１－４－３．成虫寿命、産卵数、性比に対する影響

死亡率の他に、放射線照射は寿命の短縮、産卵数の減少、孵化率の低下、発育の遅
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延、摂食の阻害などの影響を及ぼす（Ahmed et al., 1981）。本研究においても、成虫

寿命、産卵数、子世代の発育に対し、電子線照射が有意な影響を与えることが明らかに

なった。処理区から出現した成虫の寿命と産卵数は、対照区よりも有意に低下した。こ

れは電子線照射後でも成虫が生殖能力を完全には失わないことを反映しているものの、

成虫寿命の短縮と細胞器官の損傷（Ahmed et al., 2001）によって、有意な産卵数の減

少が起こったと考えられる。アズキゾウムシの生殖能力に対する放射線の影響は、

Yang and Yang（1993）によって、ガンマ線照射したアズキゾウムシ成虫で産卵数が

97.4%減少したと報告されている。Seth and Sehgal（1986）もハスモンヨトウの産卵

数と生殖能力に対してガンマ線が悪影響を与えることを報告している。

不妊化によって商品から害虫を完全に防除することができる（Ahmed et al., 1976）。

本研究によって分かったことの一つは、ソフトエレクトロン処理したアズキから出現し

た成虫が産んだ卵から次の世代の成虫まで発育するものがなかったことである。これは、

結果的にソフトエレクトロン処理によって害虫の完全な管理が達成できることを意味し

ている。DNA のような巨大分子は特に電離放射線に弱く、小さな分子へと破壊される。

この DNA の損傷が細胞分裂を妨げ、不妊化や殺虫効果を引き起こす（Kunstadt,

1999）。アズキゾウムシを含む数多くの貯蔵食品害虫で、ガンマ線が不妊化を引き起

こす効果を持つことが報告されているが（Begum et al., 1980; Kamel and Ahmed,

1980; Hussain and Imura, 1989）、電子線による不妊化の研究はあまり行われてこなか

った。Dohino et al.（1997）はクワコナカイガラムシ Pseudococcus comstocki

(Kuwana)に対して電子線が不妊化を引き起こすことを報告し、Imamura et al.（2004a）

はソフトエレクトロン照射によってノシメマダラメイガの細胞で DNA の損傷が起こり、

これが不妊化を引き起こす可能性があることを報告している。

雌性比は個体群の増殖に直接的な影響を与えるので、完全殺虫が達成できない場合、

殺虫効果を評価する上で重要な要因である。性によって放射線感受性が異なるという研
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究がいくつかあり、ハダニのような例外を除き、ミバエ、ガなどの多くの場合で雌の方

が感受性が高い（Dohino and Tanabe, 1994; Hallman, 2000）。この違いは、雄の方が

染色体の損傷が雌よりも多くても生存できることによる（Tothova and Marec, 2001）。

しかしながら、本研究の結果では同様の傾向は見られず、ソフトエレクトロン処理区と

対照区の間で性比に有意差は見られなかった（Table 4）。ソフトエレクトロン処理は

アズキゾウムシの発育段階に対して、雌雄ともに同等の殺虫効果を持つことが明らかに

なった。しかし、性別間の電子線照射感受性の差を確かめるためには成虫においても同

様の試験を行う必要がある。

本研究により、加速電圧200 kV のソフトエレクトロンは6分程度の照射時間でアズ

キ内部で発育しているアズキゾウムシの全ステージを効果的に防除できることが明らか

になった。電子線はガンマ線に比べて指向性があり透過力が小さいためにガンマ線より

人体に対する害が少なく、電子加速装置は修理のために電源を切ることが可能で、火事

や爆発、その他の大災害の際にも放射性物質が漏出することはない（Urbain, 1989）。

これらのことを考慮すれば、ソフトエレクトロン処理は穀物における殺虫に大きな可能

性を持つと思われる。

第２節 異なる齢期のコクゾウムシに対するソフトエレクトロン処理の効果

２－１．はじめに

ソフトエレクトロン処理によってコクヌストモドキ、およびノシメマダラメイガの

卵から成虫まで、アズキゾウムシの卵と成虫は完全に不活性化できるものの、豆粒の中

で発育するアズキゾウムシの幼虫は完全には殺虫できないことが報告されている

（Imamura et al., 2004a）。また、実用型ソフトエレクトロン処理装置による処理で、

穀物の外側を加害するノシメマダラメイガは完全に殺虫できるが、穀物・豆の粒内で発
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育するコクゾウムシ、アズキゾウムシの一部は生存することが報告されている

（Imamura et al., 2004b）。

本節では、ソフトエレクトロン処理に対するコクゾウムシの耐性ステージを明らか

にするために、玄米の中で発育する異なる齢期のコクゾウムシに 170 kV の電子線を照

射し、感受性を比較した。また、microMRI によって電子線に耐性を持つ発育ステージ

の粒内での位置を観察した。

２－２．材料と方法

２－２－１．異なる齢期のコクゾウムシのソフトエレクトロン処理に対する感受性

試料の準備

成虫出現後30 日以内のコクゾウムシ成虫100 頭を300 g の玄米に入れて産卵させ、

2日後に取り除いた。玄米は 8 g ずつに分け、プラスチック容器に入れて処理を行う齢

期に達するまで 25℃、70%RH の条件下に置いた。処理を行った齢期はコクゾウムシ

成虫の産卵開始を起点として 2–17 日後のそれぞれと、19、21、23、25、27、29、31

日後であり、産卵直後の卵から蛹までが含まれている。

ソフトエレクトロン処理

あらかじめ目的とする齢期のコクゾウムシが内部にいるように調製した8 gの玄米に

ソフトエレクトロンを照射した。加速電圧は 170 kV、電流は 4 μA であった。穀粒の

表面に均一に照射できるように、穀粒回動装置で穀粒を回転させながら、ソフトエレク

トロンを照射した。加速器の照射窓からの距離は 15 cm とした。穀粒の表面が均一に

照射されていることはメチルイエローで染色された玄米を用いて確認した（Hayashi

and Todoriki, 2001）。線量率は穀粒回動装置を作動させない状態で、RCF 線量計

（Far West Co. Ltd.）による測定で 1.0 kGy/min と推定された（McLaughlin et al.,
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1977）。穀粒回動装置上の玄米表面での吸収線量はこの測定値の半分であると推定さ

れる（Hayashi et al., 1998）。照射時間は 30 分とした。処理後、25℃、70%RH の条

件下に置き、出現する成虫を数えた。コントロールとして、照射をせずに穀粒回動装置

による処理のみを行ったものを用意した。反復数は3とした。

２－２－２．MRI

13日齢のコクゾウムシを内部に含む玄米を microMRI によって観察した。NMRスペ

クトロメーター（DRX300WB, Bruker, Karlsruhe, Germany）を使用し、プロトン

microMRI を行った。室温（≒23℃）でプロトン NMR シグナルを得、ParaVision（ver.

2, Brucker）で画像化し、幼虫が内部にいる米のスクリーニングを行った。100 個の玄

米を調査した。

内部に幼虫がいる玄米を高空間分解能 MRI で観察した。米粒の縦方向および横方向

からの画像を取得した。

２－３．結果と考察

２－３－１．異なる齢期のコクゾウムシのソフトエレクトロン処理に対する感受性

無処理区に対する処理区における出現成虫数の減少率を殺虫率とし、Fig. 7 に示し

た。全ての齢期にわたって 60%以上の殺虫率が得られ、産卵開始から 3、4、17、19、

21、23、25、27 日後のものは完全に殺虫できた。産卵開始から 5–16 日後の試料には

孵化直前の卵から3齢幼虫が含まれる（Howe, 1952）。29 日後、31 日後の試料から生

きた成虫が出現したが、この時期の試料には既に羽化して成虫になっているものの、玄

米の中に留まっていた個体が含まれる（Howe, 1952）ためであると思われる。
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Fig. 7. Effect of soft-electron treatment (170 kV–15 kGy) on S. zeamais of different

ages in terms of reduction in adult emergence (averages of three replications).
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２－３－２．microMRI

産卵開始日から 13日後の幼虫が内部に存在する玄米を microMRI で観察したところ、

42 個中 38 個の玄米では玄米の表面に近い部分に幼虫がいたが、42 個中 4 個の玄米で

は玄米の中心部分に幼虫がいた（Fig. 8）。

コクゾウムシの雌成虫は口吻で玄米に穴を開け、中に卵を産む。孵化した幼虫は玄

米の内部を食べ、一部の幼虫は玄米の中心部へと到達する。ソフトエレクトロンは透過

力が小さく、玄米の中心部までは到達しないので、照射時にすでに中心部まで到達して

いた幼虫は生存したと考えられる。
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Fig. 8. The longitudinal and transverse images of grains containing larvae of S. zeamais.

A larva resided at the center of a grain (A) and a larva resided at the periphery of a grain

(B).
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第４章 低エネルギー電子線の殺虫メカニズム

第１節 コメットアッセイを用いたDNA 損傷の評価法

１－１．はじめに

クリシギゾウムシ Curculio sikkimensis (Heller)は東アジアでは重要なクリの害虫で

ある（Tanaka et al., 1981; Kwon et al., 2001, 2004）。その殺虫にはくん蒸（二硫化炭

素、ホスフィン、臭化メチル）、低温貯蔵、CA（Controlled Atmosphere；貯蔵環境の

空気組成を調整すること）貯蔵、放射線照射、冷水浸漬といった方法が実践されている

（Kwon et al., 2004）。前述のように、臭化メチルは先進国では2005 年、開発途上国

では 2015 年までに段階的に廃止された（Anonymous, 2000）。国際連合環境計画

（UNEP）は、臭化メチル技術選択肢委員会（MBTOC）を設立し、殺虫目的での食品

への放射線照射が選択肢の一つであることを確認した（Ahmed, 2001; Fields and

White, 2002）。放射線殺虫の概念は国際的に既に認められている（IAEA 1989; Hasan

and Khan, 1998; Molins, 2001）。この技術は、食品の衛生的品質を増大し、食品の損

耗を減らし、貯蔵寿命を延長するために利用される（WHO, 1988）。更に、国際食品

規格委員会（Codex Alimentary Commission）は全ての食品、農産物の殺虫に対し、1

kGyの線量を推奨している（CAC, 1984）。また、線量10 kGyまでは放射線照射によ

って食品中で有毒物質が生成されたり、栄養的、微生物的な問題が発生したりすること

はない（WHO, 1988; CAC, 1984）。

貯蔵食品における殺虫の一手段として、電子線による処理が考えられる。60 keV の

ソフトエレクトロンは、コクヌストモドキ、およびノシメマダラメイガの卵、幼虫、蛹、

成虫とアズキゾウムシの卵、成虫を殺虫することができる（Imamura et al., 2004ab）。

Kwon et al.（2004）はクリの検疫用途、種苗管理目的の臭化メチルくん蒸代替手段の

一つとして、0.5 kGy の放射線照射を推奨している。Cleghorn et al.（2002）は 225–

700 kV でココクゾウムシ Sitophilus oryzae (L.)の加害する小麦に対する電子線の透過
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力の試験を行い、400 kV で200 Gyの処理で効果的に殺虫できることを示した。

放射線によって引き起こされる DNA の変化は、放射線処理の検知に利用される可

能性がある（Delinceé, 1996; Imamura et al., 2004a）。DNA の断片化を検出する技術

はDNA コメットアッセイと呼ばれる（Rojas et al., 1999; Imamura et al., 2004a）。こ

れは細胞から核の DNA を取り出し、それぞれの核ごとに電気泳動することにより、

DNA の断片化を観察する手法である。DNA の断片化を高感度に検出できるため、照

射食品の簡便なスクリーニング法としてさまざまな食品に応用されている（等々力・林,

2002）。

細胞内の DNA は放射線に弱く（Hutchinson, 1966）、DNA が放射線によって

直接的に損傷を受けたり、また生体内の水に放射線が作用して活性酸素やラジ

カルが生成し、これらを介して間接的に DNA が損傷を受けたりすることが放

射線による殺虫機構と考えられている（林，1995；中原，2008）。

しかしながら、特に DNA の断片化に対する電子線の効果に関する情報は少なく、

また、昆虫における DNA の断片化を DNA コメットアッセイによって評価する手法は

確立されていない。そのため、本節ではクリシギゾウムシ幼虫を用いて電子線照射によ

るDNA 損傷を、DNA コメットアッセイにより評価した。

１－２．材料と方法

１－２－１．供試虫

実験に用いたクリシギゾウムシの老齢幼虫は、茨城県で収穫されたクリ（品種「筑

波」）から脱出してきたものを用いた。幼虫は30℃、75%RH で維持した。

１－２－２．クリシギゾウムシ幼虫への電子線処理

クリシギゾウムシの老齢幼虫に電子線を直接的に照射した。ヴァンデクラフ型加速
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器を用い、加速電圧は、0（対照区）、300、750、1000、1500 kV で、電流は 4 μAと

した。線量は有効性が確認されているところを基準とし、0（対照区）、1、4 kGy と

した(CAC, 1984; Hayashi et al., 1997; Halverson and Nablo, 2000; Ahmed, 2001;

Imamura et al., 2004ab）。加速器の照射窓から15 cm の距離にプラスチック容器を置

き、そこにクリシギゾウムシ幼虫を入れ、容器にフタをせずに電子線を照射した。

RCF 線量計により線量率は1.22 kGy/min と推定された（McLaughlin et al., 1977）。

１－２－３．DNA 損傷の評価

様々な加速電圧で線量 1 ないし 4 kGyの処理を行ったクリシギゾウムシ幼虫の個別

の細胞における DNA 鎖の損傷の程度を、DNA コメットアッセイにより評価した。電

子線照射した幼虫を液体窒素で素早く凍結し、静かに粉末にし、冷却した PBS バッフ

ァーにけん濁し、125 μm のナイロンメッシュで濾した。このようにして得た細胞懸濁

液を Singh et al.（1988）の方法により、中性コメットアッセイにかけた。スライドグ

ラスをTBE バッファー（2 mM EDTA、90 mM Tris-boric acid、pH8.0）中に 4℃で

30 分間置いてから、26 V で10 分間、電気泳動を行った。

コメットアッセイするために、昆虫の細胞を顕微鏡スライド上のアガロースに設置

し、細胞タンパク質を洗い流した。DNA をアルカリ条件で変性させ、電気泳動した。

電気泳動によって、ほどけたり破壊されたりした DNA 断片は損傷していなかったり超

らせん構造だったりした DNA よりも遠くまで移動する。染色すると、DNA によって

彗星のような形ができる。彗星の頭部は蛍光で明るく染色され、彗星の尾部の長さと輝

度は細胞内の DNA 鎖の損傷の程度を反映している。後述のテールモーメントを DNA

損傷の指標として用いた。彗星の頭部の中心と尾部の分布は Olive et al.（1993）の方

法に従って決定した。Fig. 9 は典型的な彗星の基本的な特性を示している。
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Fig. 9. Basic properties of a typical comet which could be used in determining DNA

damage as % DNA damage = (lT/(lT +rH)) x 100; where, lT is the tail area of comet

image, rH is the head area of comet image.
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DNA 損傷は CASP ソフトウェア（v2.2.2）を用いて決定した。尾部に含まれる

DNA の割合、尾部長、テールモーメント（尾部長と尾部に含まれる DNA の割合の

積）、オリーブテールモーメント（尾部と頭部の重心間の距離と尾部に含まれる DNA

の割合の積）、DNA 損傷率といった様々な目的の指標を求めた。ソフトウェアのプロ

トコールに従い、DNA 損傷の視覚的及びコンピュータ処理された画像解析を行った。

スライドを励起波長460 nm、20 倍で倒立蛍光顕微鏡（Leica, ドイツ）によって観察し

た。評価と画像収集はLeica IM50 Image Manager v1.20 を用いて行った。重複のない

ランダムに選んだ 50 個の細胞を尾部長の泳動と尾部に含まれる DNA の割合に基づい

て割り当てた。それぞれのスライドでの損傷スコアの合計は、それぞれのグレードに割

り当てられた細胞の数とそれぞれのグレードの値の積の和によって求めた。

１－３．結果と考察

750 kV から 1000 kV の加速電圧の電子線によって、1 kGy と 4 kGy でそれぞれ処

理後 28 日以内、14 日以内にクリシギゾウムシ幼虫は 100%死亡した。全ての幼虫は

1500 kV、4 kGyの処理で１日以内に死亡したが、1 kGyでは21 日を要した。

DNA 損傷率（%）は照射区と非照射区で有意な差があった（F = 30.36; P < 0.001;

Fig. 10）。損傷率は1 kGyと4 kGyの両方で加速電圧が大きくなるほど大きくなった

が、高線量になるほど増加の割合は減った。これは幼虫の放射線感受性が線量に依存で

あり、上限のあることを示している（Fig. 10）。死亡率も線量依存性があり、この現

象を支持している。両方の線量で750 kV から1500 kV の加速電圧におけるDNA 損傷

の傾向は似通っていた。しかしながら、300 kV では1 kGyと4 kGyで大きな差があっ

た（Fig. 10）。
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Fig. 10. Electron beam-induced percent DNA damage in the larvae of chestnut weevil

irradiated at 1 and 4 kGy.
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これらの結果は、170 kV のソフトエレクトロンがコクヌストモドキ、ノシメマダラ

メイガ、アズキゾウムシを効果的に殺虫できることを示した Imamura et al.（2004a）

の結果とも対応している。Imamura et al.（2004b）は、コクゾウムシ、アズキゾウム

シの穀物の内部を食べるステージは少数生き残るものの、150 kV のソフトエレクトロ

ンは穀物を加害したコクゾウムシ、ノシメマダラメイガ、アズキゾウムシを効果的に殺

虫できることも示している。その結果、実用レベルのソフトエレクトロン処理機は穀物

の外部を食べる害虫を対象として用いることを推奨している。彗星状の異なった DNA

泳動パターンがクリシギゾウムシの放射線照射区と非照射区で観察された。照射区では

彗星は首の部分で薄く、いくらか長い形をしていた。また、照射区では典型的な無傷の

細胞は見られなかった（Fig. 11）。尾部長、テールモーメント、オリーブテールモー

メント、尾部に含まれる DNA の割合といった他のパラメーターも DNA 損傷率と同様

の傾向を示した。

電離放射線はオキシラジカルを生成するが、これらは通常の好気的代謝で生成され

るものと同じである。電離放射線と他の酸化ストレスによる細胞内巨大分子の構造変化

は、これらの生体高分子が正常に機能する能力を変化させるかもしれない。細胞内巨大

分子の構造の損傷は修復される可能性があるが（Harman, 1991）、放射線照射はDNA

塩基の修飾を引き起こす可能性もある（McBride et al., 1991）。
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Fig. 11. Typical DNA comets from the larvae of chestnut weevil treated with different

acceleration voltages of electron beam at doses of 1 and 4 kGy.
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本研究におけるコメットアッセイの結果は、低い加速電圧の電子線処理では DNA損

傷が比較的少ないことを示している。また、スパイス、穀物、豆の殺菌だけでなく、特

に穀物を外部から食べる害虫の殺虫に低エネルギー電子線処理を利用できることを示し

ている。また、低エネルギー電子線処理は穀物の内部を食べる害虫を完全には殺虫でき

ないが、他の技術と組み合わせることによって穀物と豆を加害する害虫の殺虫に有用と

なる可能性がある。更に、コメットアッセイは、サンプルごとの細胞数の必要量が少な

いこと、低レベルの DNA 損傷を検知できること、潜在的な処理量が多いこと、適用が

容易であること、異なった細胞に適用可能であること、低コストであることといった利

点から、昆虫の細胞のDNA 損傷の検出に有用なツールである可能性がある。

第２節 昆虫と穀物のDNA 損傷と品質の評価

２－１．はじめに

放射線照射は臭化メチルによるくん蒸の代替手段の候補の一つである。ガンマ線の

照射はその効果が確認されているが（Cornwell, 1966; Hussain and Imura, 1989）、照

射した食品の品質に悪影響を与えることも報告されている（Hayashi, 1991; Hayashi et

al., 1997; Amjad and Anjum, 2003）。一方、電子線照射は、より安全で費用対効果が

高く、環境への影響も少ない（Furuta, 1987）。比較的小さい透過力を持つソフトエレ

クトロン（加速電圧 300 kV 以下の電子線）は、熱処理やガンマ線照射に比べて品質を

ほとんど低下させることなく、穀物、豆、香辛料、発芽野菜（スプラウト）を効果的に

殺菌できることが報告されている（Hayashi, 1998）。ソフトエレクトロンの貯蔵食品

害虫への殺虫効果についていくつかの報告があり（Imamura et al., 2004ab）、穀物の

外部を食べるものに関しては完全に殺虫できることが示されている。アズキ粒中のアズ

キゾウムシに関しては、電圧を上げることによって次世代の成虫の出現が見られなくな
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り、効果的な防除が可能であることが示されている（前章）。

クリシギゾウムシの幼虫では、放射線照射によって引き起こされる DNA の損傷を

コメットアッセイによって検知する方法が開発されている（Todoriki et al., 2006）。

本節では、この方法をもちいて、ソフトエレクトロン処理したアズキゾウムシ幼虫の死

滅効果が DNA 損傷によるか否かを明らかにするため、ソフトエレクトロン処理したア

ズキゾウムシ幼虫の DNA コメットアッセイを行い DNA の損傷を調べた。同様に、ア

ズキゾウムシのホストとなるアズキの細胞 DNA の損傷やアズキの発芽率から、ソフト

エレクトロン照射のアズキへの影響を評価した。

２－２．材料と方法

２－２－１．アズキの準備

アズキ（品種「大納言」）を実験に用いた。アズキゾウムシは 30±1℃、70%RH の

恒温恒湿室で累代されているものを用いた。出現後間もないアズキゾウムシ成虫 25 ペ

アを100 g のアズキを入れた容器内に放し、翌日取り除いた。アズキは丁寧によく混ぜ、

25 g ずつの４つのサンプルに分けた。これらは直径 8.3 cm のプラスチック容器に入れ、

30±1℃、70%RH の恒温恒湿室で幼虫期まで飼育した。

２－２－２．アズキゾウムシとアズキのソフトエレクトロン処理

前記の方法で準備したアズキゾウムシを含むアズキ（25 g）にヴァンデグラフ電子

加速器（NHV コーポレーション, 京都, 日本）で発生させた加速電圧 170 kV のソフト

エレクトロン（電流2 μA）を照射した。アズキは照射窓から15 cm の距離にある穀粒

回動装置のトレーに入れた。 回動装置は１秒間に１回の往復運動と 10 回の振動を行う

ように設定した。トレー表面での線量率は、RCF 線量計により、170 kV の条件で 0.5

kGy/min と推定された（Hayashi et al., 1998a）。よって、10 kGyの処理を行うために、
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20 分間の照射を行った。10 kGy（170 kV）の処理と同様にして、10 kGy（200 kV）

の条件で処理した。200 kV の場合、電流は 7 μA であり、トレー表面での線量率は

1.78 kGy/min と推定された。電子線照射を行わない対照区も設けた。

50 g の未加害アズキを同様に 10 kGy（200 kV）の条件で処理した。電子線照射を

行わない対照区も設けた。

２－２－３．アズキゾウムシとアズキのコメットアッセイ

処理区、未処理区のアズキゾウムシ幼虫をピンセットで取り出し、液体窒素に浸し

て凍結した。凍結した幼虫はすりつぶして粉末にし、3 ml の PBS バッファーを加えて

5 分間攪拌し、125 μm のナイロンメッシュで濾してチューブに入れた。チューブは 20

分間氷で冷やした。それから、50 μl の細胞けん濁液をバイアルに入れ、アガロースゲ

ルを加えて 500 μl にした。このうち 100 μl を取ってスライドグラス上に置いた。カバ

ーグラスを被せてからスライドグラスを 10 分間氷で冷やした。カバーグラスを外し、

スライドをあらかじめ冷やした TBE バッファー（2 mM EDTA、90 mM Tris-boric

acid、pH8.0）中に 4℃で 30 分間置いた。その後、TBE バッファーで 5 分間洗浄して

から、スライドを 26 V で 10 分間、電気泳動を行った。泳動後、70%エタノールで洗

浄し、空気乾燥した。翌日、スライドを P.I. stain で染色し、蛍光顕微鏡で観察した。

種皮を剥いだアズキも同様の方法でコメットアッセイを行った。DNA 損傷率、尾部長、

テールモーメント（尾部長と尾部に含まれる DNA の割合の積）を前節と同様にして求

めた。また、核の直径も測定した。

２－２－４．アズキの発芽に対するソフトエレクトロンの影響

50 g のアズキを前記と同様の方法で 10 kGy（170 kV）、20 kGy（170 kV）、10

kGy（200 kV）、20 kGy（200 kV）の4条件で処理した。それぞれの処理区で、ラン
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ダムに選んだ 30 個のアズキを試験に用いた。Yano et al.（2000）によるロール紙法を

一部改良し、発芽試験を行った。湿らせたキッチンペーパーを二つ折りにし、10 個の

アズキに巻き付けた。そのロールをビニールの網に置き、洗濯ばさみでビーカーの中に

つるした。ビーカーは 25℃の暗黒条件に置いた。発芽数（5日後）と芽の長さ（9日後）

を記録した。対照区も含め、それぞれの処理で反復数は 3 反復（1 反復は 10 個のアズ

キ）とした。

２－３．結果と考察

２－３－１．アズキゾウムシとアズキのコメットアッセイ

コメットアッセイにより、ソフトエレクトロン処理したアズキゾウムシと処理して

いないアズキゾウムシを判別できた（Fig. 12）。DNA の損傷は、尾の長さとテールモ

ーメントによって表されている。170 kV と200 kV でも損傷の程度に差が見られた。

アズキにおいても同様に、ソフトエレクトロン処理したアズキと処理していないア

ズキをコメットアッセイにより判別できた（Fig. 13）。

10 kGy（200 kV）処理したアズキゾウムシとアズキでDNA コメットアッセイのそ

れぞれのパラメーターを比較した（Fig. 14）。同じ処理でもアズキゾウムシとアズキ

では DNA 損傷率が大きく異なる。アズキゾウムシは DNA の損傷が大きく、これはソ

フトエレクトロンがアズキゾウムシまで到達していることを示している。ソフトエレク

トロンはアズキ粒中のアズキゾウムシ幼虫にも到達し、DNA に損傷を与えることによ

って殺虫効果を持つものと考えられる。ソフトエレクトロンは透過力が小さいため、ア

ズキの粒の奥深くまでは到達せず、そのためアズキ全体に対する損傷を受けたアズキの

細胞の割合は小さく、そのためDNA 損傷率は小さい。
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Fig. 12. Effect of soft-electron treatment on the DNA of larval cells of C. chinensis.
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Fig. 13 Effect of soft-electron treatment on the DNA of azuki bean seed cells.
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Fig. 14 Comparative effect of soft-electron treatment on seed and larval DNA.
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２－３－２．アズキの発芽に対するソフトエレクトロンの影響

Table 5 はアズキの発芽にソフトエレクトロン照射がほとんど影響を与えないことを

示している。発芽率は、4種の異なる処理条件で平均 90.0%から 93.2%であり、未処理

区と有意な差はなかった。9 日後の芽の長さも処理区と未処理区で有意な差はなかった。

このことにより、本研究で用いた最も線量の高い 20 kGy（200 kV）処理において

もアズキの発芽に影響を与えないことが明らかになった。これはソフトエレクトロン処

理が発芽野菜（スプラウト）の処理にも利用できる可能性を示している。ソフトエレク

トロンは透過力が小さいため、種の胚まで到達せず、発芽に影響を与えなかったと考え

られる。Kikuchi et al.（2003）は電子線処理が大豆種子の発芽を阻害せず、これは 20

kGy でも発芽の阻害が起こるガンマ線と比べて電子線の透過力の小さいことが原因で

あることを報告している。

前章によりアズキゾウムシは 20 kGy（200 kV）のソフトエレクトロン処理によっ

て防除が可能であることが示されているが、この線量においてもアズキの発芽力にほと

んど影響を与えないことが明らかになった。
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Table 5. Effect of soft-electron treatment on germination of azuki bean seed.

Treatment

Germination (%) on

the fifth day

Shoot length (cm) on

the ninth day

10 kGy (170 kV) 93.2 5.52

20 kGy (170 kV) 90.0 5.25

10 kGy (200 kV) 90.0 5.24

20 kGy (200 kV) 90.0 5.41

Control 93.2 5.28

ANOVA (P = 0.05) NS NS

NS, non-significant.
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第５章 植物検疫を目指したソフトエレクトロンの応用

１．はじめに

第２章の結果より、ソフトエレクトロン処理は穀物を外側から食べるタイプの貯蔵

食品害虫に対しては非常に効果的であるが、内部を食べるタイプの貯蔵食品害虫は一部

生存することが明らかになった。その解決策として、加速電圧を上げることが考えられ、

これによってアズキゾウムシをアズキの発芽力を損なうことなく防除できることが明ら

かになった（第３章、第４章）。ところで、穀物表面における電圧 60 keV のソフトエ

レクトロンで処理した玄米を精米度 90%で精米すると、脂質の酸化、炊飯の物理

特性が無処理のものと差がないものの、穀物表面における電圧 75 keV 以上では

無処理のもとの比べて有意に脂質の酸化が起こり、穀物表面における電圧 90

keV 以上では炊飯の物理特性にも影響が現れることが明らかになっている

（Hayashi et al., 1998a）。したがって、玄米の場合、精米の品質の観点では照射する

ソフトエレクトロンの加速電圧は低いことが望ましい。そこで本章では、玄米を加害す

るコクゾウムシに対して別のアプローチ、すなわち他の防除法との組み合わせによる防

除効果を明らかにする。

ソフトエレクトロン処理に対する玄米中で発育するコクゾウムシの主な耐性ステー

ジは、若齢幼虫であることが明らかになった（第３章）。一方、ミトコンドリア電子伝

達系を阻害することにより殺虫作用を持つと考えられているホスフィン（Chaudhry,

1997）が臭化メチル代替くん蒸剤として使用されている。しかし、一般にくん蒸剤抵

抗性は卵や蛹のような呼吸量の少ないステージでみられ（Chaudhry, 1997）、ホスフ

ィンにおいては、コクゾウムシの蛹の完全殺虫は困難である（森・川本 1966；森ら

1969）。そこで、ソフトエレクトロン処理とホスフィンくん蒸を組み合わせることに

よって両者の欠点を補い、発育ステージ全体にわたって殺虫率が向上する可能性を探る

べく、ソフトエレクトロン処理と短時間、低濃度のホスフィンくん蒸との組み合わせに
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よる殺虫効果を調べた。

２．材料と方法

コクゾウムシの卵、幼虫、成虫を試験に用いた。150 g の玄米に 3,000 頭のコクゾウ

ムシ成虫を入れ、25℃、70%RH の条件下で 2 日間産卵させた。成虫を除去後に再び

25℃、70%RH の条件下に戻した。卵の試料として産卵開始から 6日後、幼虫の試料と

して 11 日後、蛹の試料として 29 日後の玄米を用いた。あらかじめ必要なステージの

コクゾウムシがいるように調製した玄米を 15 g ずつに分け、ソフトエレクトロンを照

射した。

ソフトエレクトロン処理の加速電圧は 170 kV、電流は 4 μA であった。穀粒の表面

に均一に照射できるように、穀粒回動装置で穀粒を回転させながら、ソフトエレクトロ

ンを照射した。加速器の照射窓からの距離は 15 cm であり、穀物表面におけるエネル

ギーは 60 keV であった（ICRU, 1984）。穀粒の表面が均一に照射されていることは

メチルイエローで染色された玄米を用いて確認した（Hayashi and Todoriki, 2001）。

線量率は穀粒回動装置を作動させない状態で、RCF 線量計（Far West Co. Ltd.）によ

る測定で1.0 kGy/min と推定された（McLaughlin et al., 1977）。穀粒回動装置上の玄

米表面での吸収線量は、この測定値の半分であると推定される（Hayashi et al., 1998）。

照射時間は30 分とした。

くん蒸には内容積約 5.3 l のガラス製くん蒸ビンを使用した。ソフトエレクトロン処

理の翌日、試料をステンレスメッシュ製の容器（直径3.0 cm×高さ6.75 cm）に入れ、

くん蒸ビン空間部に吊り下げて処理した。ホスフィンの濃度は 0.5 mg/l と 1.0 mg/l、

くん蒸時間は48 時間とした。

ソフトエレクトロン処理のみ、ホスフィンくん蒸のみ、ソフトエレクトロン処理と

ホスフィンくん蒸の両方、無処理（コントロール）の 4種類の処理条件を設けた。処理
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後、25℃、70%RH の条件下に置き、出現する成虫を数えた。反復は3回とした。

３．結果と考察

Table 6 に、コントロール、ソフトエレクトロン処理、ホスフィンくん蒸および両方

の処理を行った玄米から出現したコクゾウムシ成虫の数を示す。卵と蛹の大部分はソフ

トエレクトロン処理で殺虫できたが、幼虫はソフトエレクトロン処理では 32%が生存

した。これは第３章第２節で明らかになったように、コクゾウムシの幼虫は玄米の中心

付近にいる場合があり、ソフトエレクトロンがこれらの幼虫まで到達しないことによる。

一方、ホスフィンくん蒸では卵と幼虫を完全に殺虫できたが、蛹は 50%以上が生存し

た。同属のココクゾウムシ、グラナリアコクゾウムシ Sitophilus granarius (L.)も含め、

コクゾウムシ類の蛹は貯蔵食品害虫の中でヒメアカカツオブシムシ Trogoderma

granarium Everts の休眠幼虫とともに特にホスフィンくん蒸に対する感受性が低いと

報告されている（Hole et al., 1976；相馬，1995）。両方の処理を組み合わせると、卵

と幼虫は完全に殺虫でき、蛹はごく少数が生存した。

ソフトエレクトロン処理はコクゾウムシの卵と蛹を効果的に殺虫でき、ホスフィン

くん蒸はコクゾウムシの卵と幼虫を効果的に殺虫できた。よって、これらを組み合わせ

ることによって、卵から蛹までの全発育ステージで高い殺虫効果を達成できた。
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Table 6. Number of adults (mean ±SE) emerged from brown rice after treatments.

Stage Control
Soft-electron

treatment

0.5 mg/l
a 1.0 mg/l 0.5 mg/l 1.0 mg/l

Egg 87.7 ± 8.0 3.7 ± 0.7 (96)
b 0.0 ± 0.0 (100) 0.0 ± 0.0 (100) 0.0 ± 0.0 (100) 0.0 ± 0.0 (100)

Larva 318.3 ± 54.3 100.7 ± 15.0 (68) 0.0 ± 0.0 (100) 0.0 ± 0.0 (100) 0.0 ± 0.0 (100) 0.0 ± 0.0 (100)

Pupa 119.7 ± 33.1 4.7 ± 1.2 (96) 82.0 ± 24.7 (31) 50.3 ± 11.6 (58) 1.3 ± 0.9 (99) 0.7 ± 0.7 (99)

Phosphine treatment
Soft-electron treatment and

phosphine fumigation

a Concentration of phosphine.

b Reduction over control (%).
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日本では、輸入穀類等検疫要綱により、サイロにおけるホスフィンくん蒸では、15–

20℃では、通常、濃度 2.0 mg/l で 4–6 日間の処理が行われる。また、コクゾウムシ等

の貯蔵食品害虫を対象として農薬登録されているリン化アルミニウム剤は、15–20℃で

はホスフィンが 0.5–3.0 mg/l の濃度になる使用量で 3–6 日間のくん蒸を行うように

使用方法が定められている。15℃の温度条件下でのコクゾウムシ蛹に対する濃度 2.0

mg/l のホスフィンの LT95 は 19.0 日と報告されており（後藤ら，1996）、これらの条

件でのコクゾウムシ蛹の殺虫率は低いと考えられる。今回の実験では、ソフトエレクト

ロン処理と短時間、低濃度（0.5, 1.0 mg/l）のホスフィンくん蒸を連続して行うことに

より高い殺虫効果を得ることができた。ホスフィンくん蒸の多用によって貯穀害虫にホ

スフィン抵抗性が発達することが報告されている（Benhalima et al., 2004）ので、ソフ

トエレクトロン処理と組み合わせることによってホスフィンへの依存を軽減できる可能

性がある。

一度に処理できる量は、ホスフィンくん蒸では倉庫やサイロの大きさに依存するた

め、数百から数万 t を一度に処理することができる。しかしながら、ソフトエレクトロ

ン処理とその翌日からのホスフィンくん蒸の併用では、処理速度はソフトエレクトロン

処理の速度が制限要因となる。実用型ソフトエレクトロン処理装置の殺虫目的での処理

速度は 1.5 t/時であり（第２章第１節）、これを 1日 8時間稼働させるとすれば、1日

当たり12 tの処理が可能である。これを翌日から2日間ホスフィンくん蒸することにな

るので、3日で 12 t の処理を行える。ソフトエレクトロン照射装置の処理能力は装置の

大きさ、特に、電子線走査と電流の大きさに依存し、より電子線走査が大きく、電流が

大きい装置が開発されることにより、処理速度は改善すると考えられる。
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第６章 総合考察

貯蔵食品害虫の防除は臭化メチルくん蒸に依存してきた。代替のくん蒸剤であるホ

スフィンには抵抗性害虫の問題があり（Benhalima et al., 2004）、また、ヨウ化メチル

など新たなくん蒸剤も研究されているが（Faruki et al., 2005）、環境や人体に対する

影響や抵抗性昆虫の問題が発生する可能性があることから、穀物に対して新規の農薬登

録を行うのは困難である（Hallman, 2013）。臭化メチルくん蒸が使用できなくなった

現在、有力な殺虫手段を持っていない状況にある。日本における穀物流通においては低

温貯蔵の普及によってその被害が顕在化していないが、世界的には被害軽減のため放射

線の利用も進んでいる（Hallman, 2013）。

日本における食品への放射線照射は、馬鈴薯の芽止め目的のガンマ線照射のみが認

められている。しかし、許可には至らなかったものの 2000 年に全日本スパイス協会が

スパイス類に対する殺菌目的での放射線照射の利用許可を厚生省に要請し、2006 年に

は原子力委員会の専門部会がその利用を認めるべきだとする報告書をまとめた。今後、

放射線の利用が拡大する可能性がある。また、電子線は加速電圧が 1 MV 以上のもの

が規制の対象であるため、加速電圧が 300 kV 以下であるソフトエレクトロンは法律に

よって規制されない。また、表面のみの処理であり中心の可食部には電子線が到達しな

いという利点があるので、種子、穀物の殺菌、殺虫目的での普及をはかるべきであると

考える。

海外においても、低エネルギーの電子線を貯蔵食品害虫の殺虫に用いる研究がなさ

れている。アメリカの Nablo らのグループは electron beam fluidized bed process

（EBFB）という方法を検討してきた（Nablo et al., 1998; Cleghorn et al., 2002）。こ

れは電子線を照射する際の搬送システムに流動層装置を用い、ガスによって穀物を装置

内で流動化し、電子線を穀物の表面全体に照射できるようにしたものである。この装置

を用いてココクゾウムシが加害している小麦粒を処理した場合、700 kV の加速電圧で
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800 Gy 処理することにより完全殺虫が可能であることを示している（Cleghorn et al.,

2002）。この加速電圧の場合は穀物粒の表面から 1 mmぐらいの深さまで電子線が到達

するため（Cleghorn et al., 2002）、品質に多少の影響を及ぼす可能性がある。

本研究により、ソフトエレクトロン処理は穀物を外部から食べる害虫に対しては非

常に効果の高いことが明らかになった。また、内部で発育する害虫に関しては、発育ス

テージによってはソフトエレクトロン処理を行っても生き残ってしまうことが明らかに

なったが、加速電圧を上げたり、ホスフィンくん蒸と組み合わせることによって、殺虫

率を改善できることが明らかになった。また、コクゾウムシにおいては生き残るステー

ジが若齢幼虫であり、その原因が玄米の内部奥深くまで侵入するものがいるためである

ことが明らかになった。ソフトエレクトロンによる殺虫を普及させるための課題として

は、より効果的で穀物に対する負の影響のない加速電圧、線量や、他の手段との組み合

わせの研究が必要であるとともに、実用型ソフトエレクトロン処理装置の処理量の改善

が必要になると思われる。また、通常のくん蒸は極めて安価であり（中北，1996）、

装置導入の初期費用や装置のランニング、メンテナンスの費用が必要なソフトエレクト

ロン処理が価格の面でこれに対抗することは困難であると思われることから、処理装置

の価格の改善とともにソフトエレクトロン処理の適用範囲の拡大などを考える必要があ

ると思われる。そのためには、他の穀物やその他の食品と害虫の組み合わせの殺虫試験

が必要である。殺菌効果がほとんどないホスフィンくん蒸に対し（Kwon et al., 2000）、

ソフトエレクトロン処理は穀物の表面殺菌に効果があることが明らかにされていること

から（Hayashi et al., 1997, 1998ab; Hayashi, 1998; Todoriki and Hayashi, 2000）、効

果のある線量レベルは異なるものの、表面殺菌と同時に殺虫を行える点はこの方法のメ

リットであると考えられる。また、くん蒸は一度に大量の穀物を処理できるものの、倉

庫などを密閉状態にして数日間の処理が必要である。それに対し、ソフトエレクトロン

処理は大量の穀物を処理するのに時間を要するが、処理自体はごく短時間で終了し、倉
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庫などを密閉状態にする必要がないという特性がある。この特性を生かせるような工場

などへの導入法を考案できれば普及の可能性は広がると思われる。

本研究で、ソフトエレクトロン処理とホスフィンくん蒸を併用することにより高い

殺虫効果を達成する方法を提案した。ホスフィンの主な殺虫機構としては、ミトコンド

リア電子伝達系阻害作用が考えられているが（Chaudhry, 1997）、物理的殺虫法であ

るソフトエレクトロン処理と組み合わせることによりホスフィンくん蒸への依存を軽減

できる可能性がある。一方、ホスフィン抵抗性コナナガシンクイムシ（Rhyzopertha

dominica (F.)） ではホスフィン感受性のものと比べて高い放射線抵抗性を持つことが

報告されている（Hasan et al., 2006）。放射線は、直接的に放射線が DNA を損傷

する直接作用と、生体内の水に放射線が作用して活性酸素やラジカルが生成し、

これらを介して DNA を損傷する間接作用によって殺虫能力を持つ（林，

1995；中原，2008）。ホスフィンはカタラーゼなどの抗酸化酵素の働きを阻害する

ことが報告されており（Chaudhry, 1997; Lall et al. 2000; Quistad et al. 2000; Hsu et al.

2002）、間接作用に対し、抗酸化酵素の働きによってホスフィン抵抗性系統は

抵抗性を持つと考えられる（Hasan et al., 2006）。昆虫類ではネムリユスリカ

（Polypedium vanderplanki Hinton）の乾眠幼虫は、48 時間以内の蘇生率で見た場合、

ガンマ線での LD50 が 4400 Gy という高い放射線耐性を持つが、成虫まで発育できる

かで見た場合、LD50 は 160 Gy であり、他の昆虫とあまり変わらなかった（中原，

2008）。放射線耐性は他のストレス対策として発達した交差耐性であるため、

昆虫が極めて高い放射線に対する耐性を獲得することは難しいと思われる（中

原，2008）。ホスフィン抵抗性系統など放射線に抵抗性を持つものの存在を考

慮すると、ソフトエレクトロンを含む放射線による殺虫はより高い線量が要求

されると考えられるが、害虫が難防除なほどの放射線抵抗性を獲得した例は報

告がなく、抵抗性の観点からは放射線殺虫は将来に渡って使用できると思われ
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る。

環太平洋戦略的経済連携協定（TPP）などを含む新たな自由貿易の拡大、地球温

暖化や寒冷化のような地球規模の気候の変動、ヒートアイランド化のような局所的な気

候の変化などによって、貯蔵食品．害虫を取り巻く環境は今後、更に変化する可能性が

ある。臭化メチルくん蒸の使用が制限された状況下でそのような変化に対応するために

は、利用可能な複数の代替手段の確立が必要であり、今後も放射線による防除を含む貯

蔵食品害虫防除法の技術開発および確立が必要である。
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Summary

Fumigation with methyl bromide has been the most widely applied management

practice for controlling stored-product insects. However, the ozone depleting effect of

methyl bromide has led to restrictions on its use, and the Montreal Protocol of the

United Nations Environment Programme (UNEP) recommends the phasing out of

methyl bromide by 2005 in developed countries and by 2015 in developing countries.

There is therefore an urgent need to find an alternative strategy for controlling these

pests. Low-energy electrons (soft electrons) with a low penetration capacity have been

reported to effectively disinfect grains, pulses, spices, dehydrated vegetables, tea leaves

and some sprout seeds with much smaller quality deterioration than other disinfection

techniques such as heating and irradiation with gamma-rays. However, their effects to

insects have not been reported. The aim of this research is to develop a control method

of stored-product insects using soft-electron beams as alternative to methyl bromide

fumigation.

1. Effects of soft-electron treatment on stored-products insect

Developmental stages of three stored-product insects viz. Tribolium castaneum

(Herbst), Plodia interpunctella (Hübner) and Callosobruchus chinensis (L.) were

exposed to soft electrons. Soft electrons at an acceleration voltage of 170 kV effectively

inactivated eggs, larvae and pupae of T. castaneum and P. interpunctella. Soft electrons

at 170 kV also inactivated the eggs of C. chinensis effectively. The adults of C.

chinensis survived a 15 min exposure, but were inactivated having lost the ability to

walk after a 5 min exposure. Soft electrons at 170 kV could not completely inactivate

the larvae of C. chinensis inside beans. Efficacy of soft-electron treatment for
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disinfestations of grains was also investigated by treating pre-infested brown rice and

adzuki bean with a commercial-scale soft-electron machine (soft-electron processor).

Soft-electrons at 150 kV efficiently disinfested brown rice grains pre-infested with

Sitophilus zeamais Motschulsky and P. interpunctella and adzuki beans with C.

chinensis, although small numbers of the internal feeders such as C. chinensis in adzuki

bean and S. zeamais in brown rice survived. The results indicate that the commercial-

scale soft-electron machine can disinfest grains and beans, especially those

contaminated with external feeders.

2. Effects of soft-electron treatments on insects developing inside beans and grains

Laboratory experiments were conducted to study the effect of soft-electron treatment

on C. chinensis. Azuki bean seeds containing weevils of different ages were exposed to

electrons at an acceleration voltage of 170 kV for 20 min (10 kGy). The radiation

sensitivity of the insect decreased with increasing age. The egg stage was highly

susceptible to electron radiation whereas the 18-day-old stage (fully developed adults

ready for emergence) was the most tolerant, and treatment at a higher energy (200 kV

equal to 10 kGy) was necessary to achieve an 80% mortality of this stage. However, the

longevity, fecundity and fertility of the surviving adult insects were adversely affected

by the electron treatment and they failed to complete their life cycle. Brown rice grains

infested with different ages S. zeamais were also exposed to soft electrons. Soft

electrons at an acceleration voltage of 170 kV effectively inactivated eggs, old larvae

and pupae of S. zeamais, but could not completely inactivate young larvae. The

locations of young larvae in rice grains were specified by magnetic resonance

microimaging. Most of the larvae resided at the periphery of the grains while only a few
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at the center, which were assumed to get out of inactivation. This indicated that soft

electrons with low penetration capacity could reach the most of weevil larvae in grains.

3. Observation of DNA damages in insects and bean seeds using DNA comet assay

To develop method of evaluation of DNA damage in insects, effect of electron beam

treatment on DNA damage in mature larvae of Curculio sikkimensis (Heller) was

assessed using DNA comet assay. Electron beam treated chestnut larvae showed typical

DNA fragmentation, compared with cells from non-treated ones which showed a more

intact DNA. Investigations using the comet assay showed that the parameters including

tail length, tail moment, olive tail moment as well as the quota of DNA damage at both

the doses were significantly larger than the control batch larvae. DNA damages in soft

electron treated C. chinensis larvae and azuki bean seeds were observed using this

technique. DNA comet assay was successful to identify the electron treated larvae from

that of untreated ones, and the electron treated seeds from that of untreated ones,

respectively. The higher damage of DNA was observed in electron treated larvae

compared to electron treated seeds. Germination capacity of azuki bean seeds was also

tested and electron treatment did not affect it.

4. Combination of soft-electron treatment and phosphine fumigation

It is difficult to completely kill larvae of S. zeamais by soft electrons, combination of

soft-electron treatment and short time–low–dose phosphine fumigation was tested. Most

of the eggs and pupae were killed by soft-electron treatment alone, but 32% of larvae

were survived. On the other hand, phosphine treatment was quite effective to eggs and

larvae of S. zeamais, but over 50% of pupae survived the phosphine fumigation alone.
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When both treatments were used, eggs and larvae were perfectly killed and very few

pupae survived the treatment. It was concluded that combination of soft-electron

treatment and short time–low–dose phosphine fumigation was quite effective to S.

zeamais.
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