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第1章 序論

1-1研 究 の 背 景

葉菜類 は我 々の食 生活 において、様 々な ビタ ミン、無機 質、繊維 な どの栄養

源 と して、また潤い を もた らす もの として欠かせ ない ものである。葉菜類 は 日々

大量 に流通 ・消費 されてお り、平成12年 における卸売数量は370万t、 卸売価

額は4500億 円を超 えている(農林水産省 統計情報部,2001)。

葉菜 類 は購入 され る際 には、 は り ・色な どの鮮度 が重視 され 、萎れ の あるも

のは倦厭 され る(目黒 ら,1986)。 しか し葉菜類 は鮮度低 下が激 しい ものが多 く、

そのたな持 ちは1日 程度 とされ る。そのた め青果物販 売店 では鮮度低下のため

に、販売 できず廃棄す る葉菜類 がか な りの量 に上 るとされ ている(大久保,1993)。

葉 菜類 の廃 棄 によ り経 済的な損失 が発 生 し、また食 料資源の損失 とい う問題 が

発 生す る。 現在 、地球規模 で食料資源 が逼迫 しつつ あ り、 また将来食糧 問題 が

深刻化す ることが予測 されている事を考慮す ると、食料資源の損失は放置でき

ない問題 と考 え られ る。 また近年、食糧生産 に よる環境への負荷が 問題視 され

てきてい る(Houghton et al,1990)。 消費 されず に廃棄 され る葉菜類 は食糧 の余

剰 とみ なす こ とがで きるが、 これ は食料 の過剰 生産 によ り環境 に無用 な負荷 を

かけてい るとい うこ とになる。

葉 菜類の鮮度保 持技術 が向上す る ことに よ り、たな持 ちが延 長 されれ ばそ の

廃棄 は減少 し、経 済的損失 ・食料 資源の損失 が低減 され るこ とになる。 また過

剰な食糧生産の減少による環境負荷の低減 も期待できる。 さらに消費者は店頭

においてよ り新鮮な葉菜類を購入する機会に恵まれ るなど、様々な利益が もた

らされ る と考え られ る。
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1-2葉 菜類 の鮮度低 下

葉菜類 は生 育途 中で収穫 され る ことが多 く、収穫後 も生育中 と変わ りな く生理

活動 が続 く。 水分 ・養 分の供給が無 いに もかかわ らず、呼吸 ・蒸散 な どの生理

作用 を続 け るこ とに よ り、成分の損耗や水 分損失が起 こる。 また収穫 時の切 断

に よる障害は、呼吸の増加 、ATP供 給の増加 、エチ レンの生成な どを引き起 こ

し、成 分の損耗 や、水移動 を促進 してい ると考え られ る(清水,1996)。

葉 菜類 は以上 に述 べた水分損失や成分 の損耗 に よ り、商品価 値や鮮度の低 下

をお こす。 まず水分損失 に関 しては、質量 の減少 、すなわ ち 目減 りとな り直接

的 な損失 となる(樽谷,1986)。 また水分損失 によ り、葉組織 を構成す る細胞の膨

圧 低 下が起 こる。 これ に よ り、 しおれの発生、つや の喪失 等が起 こ り、外観 が

大 き く損なわれ る ことになる。 さらに葉 菜類 は水分損失 に よる しおれや成 分の

損耗 に よ り、変色 ・味ぼ け ・肉質 の劣変、 ビタ ミン含 有量の減少 な どの品質低

下 を起 こす とされ る(Wills, 1982; Lazan et al, 1987)。 葉菜類 は特 に水分が多 く

90～95%の 水分 を含む ことか ら、水分 は上記 の よ うに極度 に品質 に影響 し、水

分損 失 に関 しては5%前 後 が商品性 の限界 と言われている(大久保,1993)。 その

ため貯蔵時 には極力 、水分損失 を防止す る慣例 にある。

葉菜類 の水分損失 の原 因 は、生理作用 と しての気孔蒸散や、表 面か らの物理

的な水分 の散逸 で あ るクチ クラ蒸散 な どであ る。 これ らの現象 には葉菜類 の外

部環 境以外 に も、葉菜類 内部の水 の動的状態 、生体膜の状態 な どが深 く関わつ

ている と考え られ る(笠毛,1993)。 さらに生体内部の水 は生体反応 の場 となつて

い るだ けで な く、生体高 分子や 生体膜 との相互 作用 によ り、その動的状態 を変

える と同時 に生体 高分 子、生体膜 の状態 にも影響 を与える とされ る(上平,1997)。

以 上 に述べ た とお り、葉菜類 の鮮 度 と内部 の水 は密接 な関係 にあ り、そ の鮮

度保持 を図る上では、内部の水 につ いて知 る必要が ある と言え る。

2



1-3葉 菜類 の鮮度保持 と水分 に関す る既往 の研究

葉 菜 類 の鮮 度 保 持 と水 分 に 関 す る既 往 の 研 究 に つ い て以 下 に述 べ る。

Wells(1962)は 青 果 物 か ら水 分 損 失 を起 こ させ る た め の 条 件 と してvapor

pressure deficit(VPD)を 導入 した。 これ は青果物 の示す蒸気圧 と周囲環境 の蒸

気圧 の差に よ り、水が移動す る とい うモデルであ り、VPDは 以下の式で表 され

る。

(1-1)

上式 にてVは 対象 と してい る青果物 の温度 において、純水の示す蒸 気圧 である。

青果物 中の水 には、様 々な成 分が溶解 している ことか ら蒸気圧 降下を起 こすが、

青果物の場合、そ の水蒸気圧 は純水 の0.98倍 とされ る(Mann,1951)。 したが っ

て右辺第一項 は青果物 中の水が示す蒸 気圧 となる。また7'は 周囲環 境の蒸気圧

で あ り、貯蔵 環境 の湿 度 に よ り変化す る。Wells(1962)の 実験 か ら、VPDが

0.5mmHg以 上の領域 では、青果物 の水分損失速度 とVPDは 線形の関係 であ る

ことが明 らか に された。 また水移動がVPDの みに よるとすれ ば、周囲環境 の

蒸気圧 が飽和す る以前 に、青果物か らの水移動 が停止す るこ とを式1-1は 示 し

てい る。 しか し現 実には、蒸気が飽和 した環境 において も青果物か らの水 分損

失 は起 こる。 したが って青果物 か らの水分損失 はVPDの み な らず 、青果物 自

身 の生理作用等 に よって も起 きてい る と考 え られ る。 いずれ にせ よ青果物 か ら

の水分損失 を防止す るには、高湿度での貯蔵 が望 ま しい こ とはWens(1962)の 実

験 よ り明 らかであ るが、 強制 的な加 湿 に よ り、微生物 の繁殖や 高湿度障害 が起

こる可能性 も指摘 され ている(大久保,1992)。 したが って青果物 か らの水分損失

を防止 し、鮮度保持 を図 る上 では、単 に周囲環境 を高湿度 に保 つのみ な らず、

他の有効 な対策 を講 じなけれ ばな らない と言 える。

樽谷(1963)は 青果物 の蒸 散 について調 べ、温度 と蒸散 の関係 にA型 、B型 、C
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型 の3つ の型 があ る とした。A型 には温度 が低 くな るにつれ て蒸散量が極度 に

低 下す るもの、B型 には温度 が低 くなるにつれて蒸散量 も低 下す る もの、C型

には温度 に よ らず激 しく蒸散 す る ものが分類 され る。そ して葉菜類 の蒸散特性

は主にC型 で あるこ とを明 らか に した。 これは葉菜類 では品温の低下に よる蒸

散 の抑制 はあま り期待 で きない を示 してい る。

黒 田(1977)は ホ ウレンソウにあた る風 の速度 と蒸 散の関係 を調べ、無風 の場合

と送風 した場 合で は明 らか に水分蒸散 に差 があ るが、風速が水分蒸散速度 にあ

ま り影響 しない事 を明 らかに した。 自由水 面では蒸発量 は風速 の平方根 に比例

して増加す る。 これ は風 に よ り蒸 発 面の水蒸気 を大量 に含ん だ空気 が乾燥 した

空気 に置換 され 、蒸発 面にお ける水 ポテ ンシャル勾配が大 き く保 たれ るためで

あ る。葉菜類 におい ては、水 分蒸 散速度 は外 部環 境 と青果物 自身の蒸気圧 差の

み な らず、 青果 物内部 の水移 動 に よって律 速 されてい るた め、風速 の影響 をあ

ま り受 けない と した。

Linkeら(1995)は レタスの形 状、葉 の色 な どと蒸散速度 の関係 を調べ、蒸散速

度 を葉 の面積 と色、形状 で表 す実験式 を得 た。 気孔抵抗 とレタス全体 の蒸散抵

抗 の関係 か ら、 レタス全 体の表面積 のみ では蒸散 速度 は予測 できず 、形状 を考

慮す る必要があ る とした。

以上の よ うに、葉菜類 も しくは青果物全般 か らの水分損失 につい て、外部環

境 との関係 か ら研 究 が行 われ、水分蒸散速 度に外 部環境が与 える影響等 が明 ら

かに され てい る。 また近年 は生体 内部 の水 について、生体反応 の場 と して捉 え

た研 究や 、生体 膜、生体 高分子等の状態 に影響 を与 える もの と して捉 えた研 究

がな され てい る。 それ らの研 究について以下に述べ る。

大 下 ら(1996)は 、無極性 ガスで あるキセ ノンをオオムギ子葉鞘 に加圧 し溶解 さ

せ 、その原形質 流動速度 を観 察 した。そ の結果 、 キセ ノン分圧 の増加 に ともな

4



い原 形質流動速 度の低 下が顕 著 にな るこ とを明 らか に し、 これ は生体 内部 の水

が無極性 ガスの溶 解 に よ り構 造化 し、粘度 が増 大 したた め とした。 また大 下 ら

(1997-a, 1997-b, 1998, 1999)は プ ロッコリにキセ ノンガスを溶解 させ ることに

よ り脱水 の抑制 、褐変 の抑制等の効果 が見 られ る とした。脱水 の抑制 に関 して

は、キセ ノンガスの溶解 に よ り生体 内部の水分子間 に水 素結合 が発達 した結果 、

蒸発 エネル ギーが増大 したた め、または生体膜の機 能が保全 され たため とした。

また褐変 の抑制 について は、生体 内部の水が構 造化 し粘度 が増 大 したた め、酵

素反応 が抑制 され たため とした。

松嶋 ら(2000)は カーネー シ ョン切 り花 にキセ ノンガスの溶解処理 を施 した後、

蒸散速度 を調べ 、キセ ノン処理 に よ り蒸 散が抑制 され る ことを明 らか に した。

これ は キセ ノンガスが細胞膜 上のチ ャンネル タンパ ク質 と会合 し、構造 を変化

させチ ャンネル の働 きを抑制 したため とした。

吉野 ら(2000)は オオ ムギ子葉鞘 にキセ ノンガスを加圧溶解 させ、原子 間力顕微

鏡 にて子葉鞘表 面 を観 察 した。 その結果 、キセ ノンガス を加 圧 してい ない子葉

鞘 では、切 り取 り後3日 目には表面の クチ クラ層 が失 われ るが、キセ ノンを溶

解 させ た子葉鞘 ではクチ クラ層が残 ることを明 らか に した。 この ことか らキセ

ノンガスの溶解 に よ りクチ クラ層 が保全 され、脱水が抑制 され る可能性 があ る

と した。

以 上に述 べた こ と等 が明 らかに され てい るが、今後葉菜類 の鮮度保 持に関 し

て研 究 を進 めてい く上で、生体 内部 の水 について の詳細 な情報 が必要 とな る と

考 え られ る。具体 的には葉菜類 内部 の水 の動的状態 、また組織 、細胞 内部で の

微 視的 な水移動 について知 る必要 が ある とい える。 また組織 、細胞 内部での水

移動 に関わ る と考 え られ る生体膜 の水伝 導係数等 の物性 を明 らか にす る必要 が

ある とい える。
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1-4研 究の 目的お よび構成

先 に、水分損失 が葉 菜類 の鮮度 を大い に損 な うこと、また生体内部での水 の

状態 が、水分損失や鮮 度低下 に結 びつ く様 々な生体 反応 に関係 してい るこ とを

述べ た。ま た今後 、葉菜類 の鮮度保 持 に関す る研 究 を進 め、鮮 度保 持技術の 向

上 を図 る上 では、外 部環境 の制御 のみ な らず、生 体内部 に着 目す る必要性が 高

くな る と考 え られ る。葉菜類 の水 分損失 の機構 を明 らか に し、 さらに生体 内部

の状態 や生体反応 に操作 を加 える等の、新 たな鮮度保持 の研 究 を進 めてい くた

めには、葉菜類 の組 織 内部 の水移動 や細胞膜 を通 した水移動お よび細胞 内の水

移動 につい て、 また葉菜類 内部の水の動的状態 について明 らか にす る必要が あ

る。

以上のことをふまえ本研究では全体的な方向性 として、葉菜類組織内部にお

ける水移動 を把握す ることを掲 げ、次 に述べ る 目的 を設定 した。

1.葉 組織 内部にお ける水 の動 的状態 の経 時変化 を、縦緩 和時間(T1)を 通 し

て検討す る。

2.葉 細胞プ ロ トプ ラス トの低 浸透圧へ の耐性 を通 して、細胞膜の物性 ・機

能 な どの経時変化 につ いて検討す る。

3.細 胞膜 の水伝 導係 数測定について検討す る。

1番 目の 目的について は、1H-NMRに よる生体 内水 の縦緩和時間(T1)と 生体

内水 の動 的状態 の関連性 が報告 されてい ることに基づ き設定 した。 また2番 目

の 目的 につ いては、細胞膜 が細胞 内外お よび組 織 内の水移動 に深 くかかわ って

いる と考え られ ることか ら設定 した。3番 目の 目的 については、2番 目の 目的 と

大 き く関係す るが、 に設 定 された が、細胞膜 の定量的 な物性値 を得 る上で不可

欠 であ ることか ら、独立 した 目的 として挙げた。

本 文は全4章 で構成 されてお り、各 内容 を以下 に示す。第1章 は序論、第2
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章で は葉組 織 内部 の水 の動 的状態 につい て、収穫後 の貯蔵 に よる変化 を

1H-NMRに よる縦緩和時 間(T1)測 定 を とお して検討 し、 また葉組織か ら作成 し

たプ ロ トプ ラス トの低浸透圧 耐性 を測定 し、細胞膜 の物性 ・細胞の浸透圧調節

機能の経時変化について検討 した。第3章 ではまず、細胞膜水伝導係数に関す

る既往 の測定法を検討 した。その上で既往の方法が葉菜類細胞膜の水伝導係数

の経時変化を求めるなどの、葉菜類の鮮度保持に関する研究で想定 される用途

に、応用 が可能 かを検討 した。そ の結果 、既往 の測定法 では測 定結果 に大 きな

誤 差 が含 まれ る と判断 された ことか ら、新 たな水伝 導係 数測定法 を考案 し、そ

れ を実現す るための装置を開発 した。また既往の測定法 と新たな測定法にて水

伝 導係 数 を測定 し、新た に考案 した測定法の利 点を示 した。

本研究 では、実験 には主 にオオ ムギ子葉 を用いた。オ オムギ子葉 を用いた最

大の理 由は、NMR試 料 管(後 述)へ の挿入 の際に、試料 の切断 を最小限に抑 え

るこ とがで きる とい う、形態上の利点か らで ある。本研究 で用いたNMR装 置

用の試 料管(内 径8mm)に 、ホ ウレン ソウ等 の葉 を挿入す る際には、葉 を短冊状

に切 断す る必要 が あ り、切断 面が広 くな る。 しか し切断 面か らの水 分の漏 出等

を考慮 す る と、同一試 料 を測 定 し、緩 和時 間等の経 時変化 について調査す る こ

とは困難 と考 え られた。 オオムギ子葉は基部付近 を切断す るのみで、試料管へ

の挿入 が可能 であ るこ とか ら切 断の影 響が小 さい と考え、 これ を試 料 として選

択 した。 しか し、オオ ムギは単子葉植 物で あるが多 くの葉菜類 は双子葉植 物 で

あ るな ど、オ オム ギ と葉菜類 には違い もあ り、本研 究で得 られた結果 を葉菜類

に適 用す る際 には注意 を しな ければ な らない点 もあ る。 オオ ムギ子葉 とホ ウレ

ン ソ ウ本 葉 の海 綿 状 組 織 の 写真 をFig. 1-1に 示 した。Fig. 1-1よ りオ オ ムギ 子葉

の組 織 はホ ウレン ソウに比べ細胞間隙 が少 ない こ とや、細胞の形状 が異な るこ

とが分かる。 この ことか ら葉菜類の細胞間隙水や細胞間隙を通 した水移動等に
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つ いて 考察す る際 はオオ ムギ 子葉 との違 い を考慮 しなけれ ばな らない と考え ら

れ る 。 ま たFig, 1-2に オ オ ム ギ と ホ ウ レ ン ソ ウ の プ ロ トプ ラ ス トを 示 し た 。

Fig. 1-2よ りオ オ ム ギ とホ ウ レン ソウの プ ロ トプ ラ ス トは ほ ぼ等 しい大 き さを持

つ こ とが 分 か る。 また 、 プ ロ トブ ラス ト内 部 の 構 造 、お よび細 胞膜 や 液胞 膜 等

の 生体膜 の機能 には、オ オムギ とホ ウレン ソウ等 の葉菜 類に共通す る部分 も多

い と 考 え られ る。 した が っ て オオ ム ギ 子葉 を試 料 と して 得 られ た 、 細 胞 内 水 の

動的 状態や 生体膜の状態 等の研 究結 果は 、葉菜類 の貯蔵 に関 して研 究 を進 めて

い く 上で 有 用 で あ る と 考 え られ る。

Fig. 1-1 海 綿 状 組 織(左:オ オ ム ギ 、 右:ホ ウ レ ン ソ ウ)、200倍

Fig. 1-2 プ ロ トブ ラ ス ト(左:オ オ ム ギ 、 右:ホ ウ レ ン ソ ウ)、200倍
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第2章 細胞内水の動的状態 と

細胞の低浸透圧耐性の経時変化

2-1 緒 言

生体は大部分が水 で占め られ てお り、特 に葉菜類で は90～95%の 水分 を含む。

そ して生体の細胞内部には水 と共に様々な生体高分子や電解質、細胞器官等が

含 まれ てい るが、細胞 内の水 は単な る希薄 な溶液 とは異な り、生体高分子や生

体膜 との強 い相互 作用 に よ り構 造化 してお り、水溶液 中のバル ク水 とは異 なる

動的状態 にある と考え られ てい る(上平, 1989)。 生体 内部の水の動的状態 は核磁

気共鳴(NMR)に よる水プ ロ トン緩和時間 を通 して知 る ことがで きるが、NMR

による研究によれば細胞内には少なくとも3種 の異なる動的状態にある水が存

在す る と考 え られ てい る(上平,1976)。 また これ ら3種 の動的状態 にある水につ

いて 、構 造化 の程度 等 の物 理状態 や 存在 比 も報告 され てい る(Belton et al,

1972; Hazlewood et al, 1974)。 しか しこれ らの研 究例 の 多 くは動 物 細 胞 を対 象

と した もの であ り、植物細胞 を対象 とした研 究は少ない(加来,1993)。 成熟 した

植物細胞では多 くの場合、液胞の占める割合が細胞全体の体積の90%に 及ぶこ

とを考慮す ると、既往の動物細胞を対象 とした細胞内水の動的状態モデルをそ

の まま植物 細胞 に 当て はめる ことは困難 と考 え られ る。農産物 の貯蔵で は農産

物内の水が重要であり、そのため植物体内に存在す る水の動的状態の解明が望

まれ てい る。

細胞膜や植物細胞に特徴的な液胞膜をは じめとする生体膜は、細胞内の水や

代謝 生成物 の移 動、 さらには生体 内の水 の構 造化 に関わ るこ とか ら、細胞 内水

の動 的状態 に深 く関わってい る と考 え られ る。 生体膜 は リン脂質 二重層 とその
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連 続 性 を壊 した 形 でモ ザ イ ク状 に存 在 す る タ ンパ ク質 か らな って お り、 そ の 構

造 が 流 動 的 で あ る とい うSinger-Nicolsonの 流 動 モ ザ イ クモ デ ル(Singerand

Nicolson, 1972)と して広 く知 られ て い る。 リン脂 質 二 重層 は温 度 や そ の他 の 要

因 に よ って 固相(ゲ ル 領 域)と 流 動 相(液 晶領 域)を とる。 リン脂 質 二重 層 で

は細 胞 の 老 化 等 に よ り リン脂 質 が減 少 し(Thompsonetal, 1982)、 リン脂 質 の

分解 産物等 によ り固相 が形成 され て くる とされ る(Yao et al, 1991)。 また固相 に

はチ ャンネルや ポンプ となる蛋 白質 が含 まれてお らず(Platt-Aloia et al,1985)、

固相 が増 大す る と膜 の機 能が低下 し、膜 の選択透過性や細胞 内物質の局在性 の

喪失 を もた らす とされ る(鈴木,1993)。 生体膜の機 能低下は細胞 内水の漏出 にも

関係 し、また生体膜が生 体内水の動的状態 に及 ぼす影響 を考慮す ると、葉菜類

の水 分損失 の防止策 を講 じる上で生体膜 の経 時的 な変化 を知 る ことは重要 で あ

る。

したが って第2章 の 目的は、切 り取 られ たオオムギ子葉 内部の水の動 的状態

が、その後の貯蔵 に よ りどの よ うに変化す るかを、1H-NMRに よる縦緩和時間

T1を とお して検討す るこ ととした。 また同時 に子葉組織 か ら作製 したプ ロ トプ

ラス トが低張液 中での膨張 に よ り破壊 され る ときの溶液 の浸透圧 を計測 し、貯

蔵 に よる細胞膜の状態の経時変化 を検討す るこ ととした。
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2-2供 試 材 料 お よび 実験 方 法

2-2-1供 試材料

試料 には播 種後12日 目のオオ ムギ(ヒ ノデハ ダカ)の 子葉 を用いた。試料 の

育成方 法は以下の通 りで ある。は じめに約30時 間水道水 に浸漬 したオオム ギ種

子を、プ ラスチ ック容器(150mm×90mm×40mm)に 入れたバー ミキュライ ト

(昭和 バー ミキュライ ト製、2号)に 約10mmの 深 さにほぼ等間隔に21粒 播種

した。 これ を20℃ の恒温室 にて、バー ミキ ュライ ト上面か ら約30cmの 距離 に

設 置 した植 物育成灯(松 下電 工製 、プ ラン トル クスFL20SS-BRN/18、40W)

の 下 で 、 明期13時 間 、 暗 期11時 間 で育 成 した 。 育 成 中 は肥 料 液 を2日 に一 度

約50g与 えた。 肥 料 液 は 、蒸 留 水100gに 硫 酸 マ グネ シ ウム1g、 硝 酸 カル シ ウ

ム0.59、 硝 酸 カ リウム0。59、 お よび リン酸 二水 素 カ リ ウム0.59を 溶 解 させ た も

の で(KNOP液)、 使 用 時 に蒸 留 水 で20倍 に希 釈 して用 い た。Fig.2-1に 育成 中

の オオ ム ギ の 写真 を示 した。

育 成 した オオ ムギか ら、子葉 の 付 け根 か ら先 端 ま での長 さが80mmか ら

120mmの もの を12個 体選び、子葉の先端 か ら約70mmの ところで切 り取 り実

験 に供試 した。
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Fig.2-1 育 成 中 の オ オ ム ギ
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2-2-2実 験 区

実験 区はオオ ムギ子葉 を切 り出 した後 、プ ロ トプ ラス トを作製す るまでの保

存時 間で設 定 し、0時 間、24時 間、48時 間、72時 間 をそれ ぞれ 、0h区 、24h

区、48h区 、72h区 と した。 貯蔵 を行わない0h区 を除 く全 ての実験 区におい

て、オオ ムギ子葉 を切 り出 した後、3本のNMR試 料 管(長 さ160mm、 内径8mm)

にオオ ムギ子葉 を4枚 ずつ入れ、20℃ 暗所 にて貯蔵 を行 った。

実験 区48h区 、72h区 にて、貯蔵開始か ら終了まで24時 間お きに鱈測定 を行

った。 また貯蔵 の前後で試料 の質 量を測定 し、 目減 りを算 出 した。 各実験区 に

お ける実験 を3回 繰 り返 した。

Fig.2-2 実 験 手 順 と実 験 区
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2-2-3 1H-NMRに よ る縦 緩 和 時 間(T1)測 定

2-2-3-1 NMRの 原 理

生体中の水分子の水素原子核、つ ま りプ ロ トン(1H)は ス ピンを持 ってお り,自

転運動 を してい る と考 えるこ とがで きる。1Hは 正の電荷 をもってい るのでス ピ

ンに よって磁場 を発 生 してお り、磁石 とみ なす こ とがで きる。通常 この1Hの ス

ピンの向きは ランダムで あるが、強い外 部磁場 瓦 の 中に置かれ ると1Hの ス ピ

ンは外 部磁場 に沿 った もの と、それ に逆 らって逆方 向 を向いた ものに分かれ る。

この状態 をゼーマ ン分裂 と言 う(Fig.2-3)。

Fig.2-3ゼ ー マ ン分 裂

外部磁 場 と逆方 向の ス ピンを持 った1Hは 磁場 に沿 ったス ピンを持つ1Hに 比べ

てわずか なが らエネル ギが高い。そのエ ネル ギの差 △Eは ゼーマ ンエネル ギ と呼

ばれ、次式で表 され る。

(2-1)

ここで γは磁 気 回転 比 と呼 ばれ 原子核 種 に固有の値 で あ り、1Hで は2.675×
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104[rad.・G-1・sec-1]と され て い る(安 藤 ら,1998)。hは プ ラ ンク 定数 で あ る。 エ ネ

ル ギ の 高 い1Hの 数 は 、低 い もの の 数 よ りわ ず か に少 な くな る。 この状 態 を ボル

ツマ ン 平衡 と言 い 、 この数 の 差 に よ り巨視 的 に は磁 化M0が 観 測 され る。

この とき △Eに 相 当す るエネルギ を持 つ ラジオ波 を照射す る と、低いエネル ギ

を もつ1Hが エ ネル ギ を吸収 し、高いエネル ギを持 った状態 に励起 され る。ラジ

オ波の周波数 が ν[Hz]で あ るとき、そのエネル ギはhvと 表 され る。

(2-2)

の とき 、す な わ ち

(2-3)

を満 たす周波数 ν[Hz]の ラジオ波 を照射す る と共鳴に よる1Hの エネル ギの吸収

が起 きる。

ラジオ波の照射 を止 める と、励起 され た1Hは △Eだ けのエネル ギを 自身の側

にある核 に与 え、その結果 このエネル ギは分 子の熱運動 となって散逸す る。1H

の ス ピンがボル ツマ ン平衡へ戻 る過 程 を縦緩和 と言 い、 この過 程で観 測 され る

磁化Mtは 時間tの 関数 と して次式 にて表 され る(Freeman,1988)。

(2-4)

上式にお けるT1が 縦緩和の速 さを決 める時定数、縦緩 和時 間である。

1Hと 周囲 とのエネル ギ交換 は、磁場 による相互作用のみ となるが、縦緩 和過

程 においては励 起 された1Hが エネル ギを放 出す るには、その1Hの ところに共

鳴周波数 νで揺動す る磁場が存在す る必要が ある。この揺動磁場 は周囲 の分子の

運動 に よ り与 え られ るが、水 の場合 は通 常、分子運動の周波数 の分布 はνにおい

ては少 な く、νよ りも速い ものが多い(Fig.2-4)。 分子運動 が全体的 に遅 くなるに

したが って周 波数 νで運動す る分子が多 くな り、縦緩和時間は短 くな る。したが
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って生体 内部 の水が、生体 分子な どとの相互 作用 によ り動 きが束縛 され てい る

条件で は、そ の水 の緩和時 間は短 くな る。

Fig.2-4 分 子 運 動 の ス ペ ク トル 密 度
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2-2-3-2 測 定装 置 と測 定 条件

測 定装 置 に は1H-NMRス ペ ク トロ メー タ(JNM-MU2、 日本 電 子 、観 測 周 波

数25MHz、 磁 束 密 度0.5872T)を 用 い た(Fig.2-5)。 この装 置 で は 外 部磁 場 は永 久

磁 石 に よ り作 られ 、磁 束 密 度B0が0.5872[T]、 す な わ ち5872[G]で あ るか ら、1H

の 共 鳴 周 波 数 νは、

(2-5)

と な り、25[MHz]と い う こ と に な る。

測定時 の試料温度 は25℃ とした。T1の 値 は分子 の運動 の速 さによ り変化す る

の で、試 料の温度 に よ り変化す る。本実験 では試料 温度 を安定 させ るため、試

料の入 った試料管 を温度制御機能 を装備 した装置 に装着 して、約15分 が経過 し

た後、測定 を行 った。

また測定 にはパルス系列が90°-τ-90° で ある飽 和回復法 を用いた。 τは各

90° パル ス間の時間間隔 を表 してい る。1H励 起用 のパルスは磁 化M tを回転 さ

せ る働 きを もってお り、その長 さ、強 さで回転 させ る角度 を調節す ることがで

きる。NMR装 置で は通常、磁 化Mtの 検出 コイルは外 部磁場 に対 して90° の向

きに設置 され ている。そのた め飽和回復法では、磁化Mtを 検出用 コイル の方 向

に傾 けるために90°パル スをかける。
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Fig.2-5 NMRス ペ ク トロ メ ー タ
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2-2-3-3試 料 の 調 整 方 法

本実験 で用いたNMR装 置で は、使用 可能 な試料管 の外径 は10mmと 制限 さ

れ てお り、試 料管 には外径10mm、 内径8mmの もの を用いた。NMR装 置で検

出 され る信号強度 は試 料の1Hの 数 に依存 してお り、試料 に含 まれ る1Hが 少な

くな るにつれ てS/N比 が低 下す る(Fig,2-6)。

Fi8.2-6子 葉 枚 数 とNMR出 力 信 号

(上:子 葉1枚,下:子 葉4枚)
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つ ま り試料 管 に挿入す るオオ ムギ子葉の枚数 が多い ほど、測定 され たT 1の値 は

信頼 で きる もの にな る。 しか し挿 入す る子葉 の枚数 が増 える と、試料管へ の挿

入時 に子葉の一部 が圧壊 され る問題 が出て くる。 そ こで試料管へ挿入す る子葉

の適度 な枚数 を決 定す るために、オオ ムギ子葉鞘 を1枚 か ら6枚 まで変 えT1を

測定 した。測 定 され たNMR信 号 を式2-4に 回帰 し、T1を 求 めた際 の分散 を

Fig.2-7に 示 した。Fig.2-7よ り子葉鞘枚数 が1枚 か ら4枚 まで増 えるに したが

って分散 が減少す るが、4枚 以上で は分散は あま り変化 しない ことが分か る。オ

オ ムギの子葉鞘 と子葉 ではその肉厚 か ら、1Hの 量にはあま り違いがない もの と

判断 し、 この結果 か ら試料管 に挿入す る子葉 の枚数 を4枚 と した。

Fig.2-7子 葉 鞘枚 数 と分散

20



ま た 子葉 の 測 定 部 位 に よ るT1の 変 化 を あ らか じめ 調 べ た 。 子葉 を 先 端 か ら

70mmの とこ ろで 切 り取 り とった もの を4枚 、試 料 管 に挿 入 し、Fig. 2-8に 示 し

た とお り、 先端 か ら10mm、35mm、60mmの 部位 をそ れ ぞ れ3回 測 定 した。

同 じ実験 を2回 行 い 、 測 定順 序 は試 料1で は 基 部 、 中 部、 先 端 の 順 で あ り、試

料2で は 先端 、 中 部 、 基 部 の順 で あ る。 そ の結 果 、 子葉 の 測 定 部位 に よ るT1の

違 い が 認 め られ た。 よ っ て測 定 部位 を オ オ ム ギ 子葉 の 切 断 部 位(基 部)か ら先

端 に 向 か っ て約30mmの 部 分 と し、 一定 に保 つ よ うに した。

また12枚 の 子葉 を、4枚 ずつ3本 の試料管に挿人 したが、それぞれの試料管

につ き3回 の測定 を行い、合 計9回 の測 定の平均値か らT1を 決定 した。

Fig. 2-8オ オ ム ギ 子葉 の測 定 部位
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Fig2-9 子葉 部位 に よるT1の 違 い
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2-2-3-4 T1の 算 出 方 法

NMRに お い て飽和 回復法 を用 いた ときT1と 観 測 され る磁 化Mtの 関係 は式

2-4で 表 され る。す なわちT1はNMRの 出力信 号 を指数 関数へ近似す るこ とによ

り得 られ る。 生体組織等 、内部 に様 々な異な る動的状態 の水 が存在す ると考 え

られ る試料 では、NMR出 力信 号は多項 の指数 関数 となって現れ る。

(2-6)

4は それぞれの状態にある水の試料内での存在比で、

(2-7)

で あ る。

例 え ば試 料 内 に0-8[s]のT1を示 す 水 が3割 、0.2[s]のT1を 示 す 水 が7割 存 在 し

た とす る と、 そ のNMR出 力 信 号 はFig. 2-10の 緑 線 に示 した よ うに な る。

Fig.2-10に は参 考 の た め に 、試 料 内 に0.8[s]のT1を 示 す 水 、ま た は0.2[s]のT1を

示 す 水 の み が 存在 す る場 合 の 出 力信 号 を それ ぞ れ 青 い 線 、 赤 い線 で示 した。

また この 出力信 号 の対数 を とる とFig-2-11の 緑線 に示 した よ うにな る。

Fig.2-11に おいて緑線 は短い02[s]のT1を 示す 水の緩和 がほぼ終 了す る と見 ら

れ る0.8[s]付 近で屈折 してい る。そ して0.8[s]以 降 の線の傾 きは ほぼ長 いT1を 示

す水 の緩 和に よって決 まる とい える。す なわち この場合 については、0.8[s]以 降

を直線 で近似 し、そ の傾 きと切片 を求 め ることに よ り、長 いT1を 示す水 につい

て、そのT1と 存在 比 を知 る ことがで きる。そ の後 、出力信 号か ら長いT1を 示す

水 に よる出力 を差 し引 き、更 に回帰 を行 うこ とによ り短 いT1を 求める。
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Fig. 2-10 NMRの 出 力信 号

Fig. 2-11 NMR出 力信 号の 対数 表 示
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2-2-4細 胞 の低 浸 透 圧 耐 性 測 定

2-2-4-1細 胞 の 浸透 圧 耐性 につ い て

細胞(植 物細胞 にお いては細胞壁 を取 り除 いた プ ロ トプ ラス ト)は低張液 に さ

らされ る と、一般的 には、細胞内外 の浸透圧 の差 に よ り水 が細胞膜 を とお して

内部に移動 し、細胞は膨張する。低張液の浸透圧 を下げていくと細胞は更に膨

張 し、ついには破裂す る。細胞が破裂す る浸透圧 は細胞膜の力学的物性や細胞

が 自身 の浸透圧 を調節す る機 能な どに よって決 まる と考 え られ る。 したが って

細 胞が破裂 す る浸透圧 、すなわ ち低浸透圧 耐性 を調べ る ことに よ り、貯蔵 に よ

り細胞膜の物性や浸透圧調節機能など、細胞内外の水移動に関すると考え られ

る要素についての情報が得 られる。

2-2-4-2 プ ロ トプ ラ ス トの 作 成 方 法

プ ロ トプ ラス トの作製 は次の手順 で行 った。 オオ ムギ子葉 の先端部 お よび基

部 を約10mm切 り取 り、裏面の表皮 を剥離 した。表皮 を剥離 した面が液 面に接

す る よ うに オ オ ム ギ 子 葉 を酵 素液(マ ンニ トール0.5M、 セ ル ラー ゼ オ ノ ヅカ1%、

マ セ ロ ザ イ ム0.05%)に 浮 か べ 、20℃ に お い て50rpmで 、2時 間振 盪 した

(Fig. 2-12)。そ の後酵素液 か らオオ ムギ子葉の残 った部分 を取 り除 き、100Gで2

分 間の遠 心分離 に よ り酵 素液 にプ ロ トプ ラス トを沈殿 させた。上澄み液を捨 て、

マ ンニ トール0.5M溶 液 を加 えて撹拌 し、更に遠 心分離 を行 うとい う操作を3

回 行 い プ ロ トプ ラス トを洗 浄 した 。 この よ うに して 作 製 した プ ロ トプ ラス トに

マ ン ニ トー ル0 .5M水 溶 液 を加 え、プ ロ トプ ラ ス トの密 度 が 約1.0×106/mlに な

る よ うに調 整 した。
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Fig. 2-12酵 素 液 中 で オ オ ム ギ 子葉 を振 盈

Fig. 2-13作 成 され た プ ロ トプ ラ ス ト
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2-2-4-3プ ロ トプ ラス トの 生存 率 の 算 出方 法

は じめ に 、8種 類 に濃 度 を調整 した マ ンニ トール 水 溶 液 を200μ1ず つ 用 意 し

た。 別 途 用 意 した マ ンニ トール 水 溶 液 の濃 度 と、 そ れ ぞ れ の20℃ にお け る浸 透

圧 をTable2-1に 示 した。 溶 液 の 浸 透 圧 は次 に示 すvan'tHoffの 式 よ り得 た。

(2-8)

式2-8に おいてIIは 溶 液の浸透圧 、[B]は 溶質 のモル濃度、Rは 気 体定数 、Tは

溶 液 の温度 を表す。 これ らのマ ンニ トール水溶液 にプ ロ トプ ラス ト懸濁液 を4

μ1ず つ滴下 し静置 した。 浸透圧 平衡 に達 したプ ロ トプラス ト懸濁液 を2μ1ず

つ5回 採取 し、細胞膜が破壊 され たプ ロ トプラス トと破壊 され ていないプ ロ ト

プ ラス トの数 を顕微鏡観 察に よ り測 定 した。 浸透圧 に よ り破壊 され た様 子 と正

常 なプ ロ トプ ラス トをFig. 2-14に 示 した。Fig. 2-14(a)は 細胞膜 が破壊 されて葉

緑体 のみ が集合 した状 態、(b)、(c)は 細胞膜が破壊 された部位 か ら葉緑体が漏 出

した状態 であ り、(d)は 正常 なプ ロ トプラス トであ る。す べてのプ ロ トプ ラス ト

の数 と正常 なプ ロ トプ ラス トの数 の比 を求 め生存率 とした。

Table2-1実 験 に用 い た マ ン ニ トー ル 溶 液 の濃 度 と浸 透 圧
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Fig.2-14破 壊 され たプ ロ トプ ラス トと

正 常 なプ ロ トプ ラス ト
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2-2-4-4プ ロ トプ ラス トの 限 界 浸透 圧 算 出方 法

Fig.2-15に オオムギ子葉 プ ロ トプ ラス トの浸透圧 耐性 を計測 した結果 の一例

を示 した。 オオムギ子葉 細胞 の本 来の浸透圧 は1.2MPa以 上 と考 え られ、それ

以 下の浸透圧 を持 つ溶液 中ではプ ロ トプ ラス トは膨張 し、一部 のプ ロ トプ ラス

トは破裂す る。破裂せず に残 るプ ロ トプ ラス トの割合 はFig.2-15の 記号◆ に示

され る よ うに周 囲の溶液 の浸透圧 が1.2MPaか ら低 くなるにつれて 曲線 を描 い

て下が つてい く。 プ ロ トプ ラス トの浸透圧 耐性 の違い によつて 、 この生存率 の

下が り方 が異な つて くる。得 られた結果 を比較 し浸透圧 耐性の違い を検討す る

ため、次 の よ うに して プ ロ トプ ラス トの低浸透圧 耐性 を表す、 平均破壊浸透圧

を定義 した。

あ る実験 区にお いて、全 てのプ ロ トプラス トが ある同 じ浸透圧で一斉 に破裂

す る とす る と、Fig.2-15に 赤 の破線 で表 され た生存率変化 を示す ことになる。

しか し実際 には生存率 の変化 はFig.2-15の 記号◆の よ うな変化 を示す ことにな

るが、 これ はプ ロ トプ ラス ト間の格 差 として説 明で きる。 ある浸透圧 でプ ロ ト

プ ラス トが破裂す る確 率 が正規 分布 に従 うと仮 定す る と、溶 液の浸透圧 に対す

るプ ロ トプ ラス トの生存率変化 は、次式に示す正規分布 の累積 分布 関数 になる。

(2-9)

こ こで 、z:溶 液 の 浸 透圧[MPa]

Φ(z):プ ロ トプ ラ ス トの 生 存 率

μ:プ ロ トプ ラス トが 破 裂 す る浸 透圧 の 平 均値[MPa]

σ2:分 散

であ る。 プ ロ トプ ラス トの低張液 中での生存率の計測結果 を式2-9の 関数 で回

帰 す る ことによ り、各 実験区 でのプ ロ トプ ラス トが破裂す る浸透圧 の平均値 μ
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を求める ことがで きる。 この 平均値 μを平均破壊 浸透圧 と定義 した。

マンニトール溶 液の浸透圧,MPa

Fig-2-15プ ロ トプ ラ ス ト生 存 率 測 定 結 果 の 一例 と

プ ロ トプ ラス ト格差 が無い と仮定 した場合の生存率変化
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2-3結 果 お よび考察

2-3-1T1の 測 定 結 果

本 実験で は、測定 され た信 号は二つ の指数項 の和 で表 され た。 これ はオオム

ギ子葉 内の水 に主に2種 類 の動 的状態 が あるこ とを反 映 している と考 え られ る。

Fig.2-16に オオムギ子葉内に存在す る2種 の動的状態 にあ る水 につ いて、それ

ぞれのT1の 経時変化 を、Fig.2-17に2種 の状態 の水がオオムギ子葉 内で 占める

割合 の経時変化 を示 した。 また貯蔵 中の 目減 りをFig.2-18に 示 した。Fig.2-16

お よびFig2-17よ り貯蔵開始直後 には700ms前 後 のT1を 示す 水が約85%、

300ms前 後のT1を 示す水 が約15%存 在す るこ とが分か る。snaar(1992)ら は リ

ンゴ柔組 織細胞の 君お よびT2を 測定 して80%の 長い 君を示す水 と、20%の 短い

T1を 示す水 が存在す ると し、 これ らは更に75.2%の 長い ろ、16.4%の 短い ろお

よび8.4%の 最 も短い ろを持 つ成 分に分 け られ る ことを示 した。T2はT1と は異 な

る緩 和過 程 を表す値 で あるが 、T1と 同様 に水の動 的状態 を反映す る とされ てい

る。 この結果 、長い緩和 時間 を示す水 は液胞 内部の水で あ り、短い緩和時 間 を

示す水 は細胞 質や 細胞壁 中の水 であ ると している(Snaar et al,1992)。 成熟 し

た植 物 細胞 で は液 胞 が 占める割 合 は多 くの場 合 、全 体積 の90%に 及 ぶ ことと

(Nobel,1999)、Snaarら のモデル を考慮す る と、Fig.2-16で 示 した長 いT1を 示

す 水は主 に液胞 中の水 であ り、短いT1を 示す水 は細胞質や細胞壁 中の水 であ る

と考え られ る。

またFig.2-17よ り、長 いT1を 示す水は貯蔵開始 直後では85%前 後 を 占めてい

るが時間 とともに減少 し、貯蔵開始後72時 間で は約70%と なった。この構成割

合 の変化 を起 こす原 因 と して は、結合 力の弱い長いT1を 示す 水が蒸 散等 に より

オオ ムギ子葉か ら失 われ た、 あるい は細胞 内で長 いT1を 示す水 が短 いT1を 示す
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水に状態変化 した ことが考え られ る。細胞 の90%が 水分である と仮定 した場 合、

Fig.2-17で 示 され た変化が 水分損失 に よってのみ生 じた とす る と最低 で も20%

の 目減 りが なけれ ばな らない。 しか しFig.2-18に 示 したよ うに貯蔵 中の試料 の

目減 りは最 大で も2.5%以 内 となってお り、目減 りでは この構成割合の変化 は説

明で きな い。 したが って この構成割 合の変化 は、細 胞内の水 の状態 変化 が原 因

であ ると考え られ る。 す なわ ち液胞 への糖類等の代 謝産物の蓄積 、 もしくは液

胞か らの水分 の流出で ある。 しか し前者 に関 しては生体外の実験 よ り、葉組織

内に含 まれ る代 謝産物 の 予測 され る濃度変化 ではT1へ の影響 は認 め られ ない と

され ているこ とか ら(加来,1993)、 この構成割合の変化 は液胞か らの水分流出に

よる もの と考え られ る。貯蔵後48時 間、72時 間 のオオムギ 子葉では萎れ が観

察 され たが、 これ は液胞 か らの水分流出 に よ り細胞 の膨圧 が低 下 した ことを示

して いる。 また細胞 質中 の水 は、核酸 や膜系に結合す る ことに よ り短 いT1を 示

す とされ るが(上 平,1989)、 液胞 か ら細胞質へ漏出 した水は、短 いT1を 示す 水に

変化 した と考え られ る。

Fig.2-16オ オ ム ギ 子葉 内 水 のT1の 経 時 変 化
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Fig.2-17オ オ ム ギ 子葉内 水 の 成 分比 の経 時 変 化

Fig.2-18オ オ ム ギ 子葉 の 目減 り
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2-3-2浸 透 圧 耐性 の 測 定結 果

オ オ ムギ子葉 の貯蔵 時 間に対す るプ ロ トプ ラス トの平均破 壊浸透圧 μの変化

をFig.2-19に 示 した。 切 り取 った直後のオオムギ子葉 か ら作製 したプ ロ トプ ラ

ス トは溶液 の浸透圧 が0.7MPa前 後で破裂す るが、72時 間貯蔵 したオオムギ子

葉 か ら作製 したプ ロ トプ ラス トは0.8MPa付 近で破裂 した。 この ことか らオオ

ムギ子葉 の貯蔵 時間が長 くな るに したがってプ ロ トプラス トが破裂す る溶 液の

浸透 圧 は高 くな り、プ ロ トプ ラス トの低 張液への耐性 が低 くな るこ とが示 され

た。 この原 因 としては、細胞膜の力学 的物性 の変化や 、細胞 が持 つ内部の浸透

圧 を調節す る機 能 の低 下が考 え られ る。 細胞膜や液胞膜等 の生体膜で は老化等

による局部的 なゲル領 域の形成が指摘 されてい るが(Yao et al, 1991)、 ゲル領域

は液 晶領域 に比べて弾性 率が大 きい ため(山崎,2000)、 ゲル領域が細胞膜 上に増

える ことに よ り低 張液 中での膨張 時 に細胞膜 に よ り大 きな応 力 が加 わる と考 え

られ る。 ま たゲル領域 で は膜 を通 した物質輸送 を行 うとされ るポンプ、チ ャ ン

ネル 蛋 白質 が含 まれ てお らず(Platt-Aloia, 1985)、 ゲル領域 の増加 は細胞 の浸

透圧 調節機能 を低 下 させ ると考 え られ る。 これ らの こ とを考慮す る と本実験 で

得 られ た結果 は、オオ ムギ子 葉の貯蔵 中に細胞 膜の ゲル化 が進行 し、細胞膜 の

物性や 浸透圧 調節機 能が低 下 した事を示 してい る可能性 がある。

プ ロ トプ ラス トの低張液 中での生存率 を式2-9で 回帰 した際 に得 られ る分散

σ2をFig.2-20に 示 した。尚、本実験 で計数 したプ ロ トプ ラス トの数 は合計で約

2万 個で あった。式2-9に お ける分散 σ2は 正規分布 にお ける分散で あ り、プ ロ

トプ ラス トの低浸透圧 耐性 の個体 差 を表 してい る。 オオムギ子葉プ ロ トプラス

トの低浸透圧 耐性 の個体差 は貯蔵開始後48時 間で は減少す るが、72時 間で再

び増加 す る ことが示 され た。 プ ロ トプ ラス トの低 浸透圧 への耐性 において個 体

差 を もた らす要因 と しては各 プ ロ トプ ラス トの細胞膜 に働 く応力の個 体差、あ
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Fig. 2-19平 均破 壊 浸透 圧 の経 時変 化

Fig. 2-20平 均 破 壊 浸 透 圧 の分 散
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るいは細胞膜、液胞膜 の物質輸送機 能の個体差 が考 え られ る。細胞膜 に働 く応

力 について考 え ると、応 力 はプ ロ トプ ラス トの半径 に比例 し細胞膜 の厚 さに反

比例す る。 また細胞膜 の弾性 率が大 きい ほ ど働 く応 力 も大 き くなる。 しか し細

胞膜 の厚 さは全 ての細胞 でほぼ均 一で あ り、プ ロ トプ ラス ト半径 の分布 は実験

区毎 に大 き く異 な ってい る可能性 は低い。 よって細胞 膜 に働 く応力 の細胞格 差

に経 時変化 があ る とすれ ば、細胞 膜の弾性力 、つま り細胞膜の ゲル化 の程度 に

格 差が ある ことを反映 してい ると考 え られ る。 またゲル化 した領域 にはチ ャン

ネル ・ポンプ と して働 く蛋 白質が含 まれ ていない とされ るこ とか ら、細胞膜 お

よび液胞膜 にお けるゲル化 の程度 の細胞格 差は、浸透圧 調節 に働 くとされ る細

胞膜お よび液胞膜の物質輸送能力の格差をも反映することになる。

また低浸透圧 への耐性 にお け る細胞間格 差が増 減す る ことに着 目す ると、細

胞 の低浸透圧耐性 の低 下に二段 階の過程 が存在す る可能性 が考 え られ る。 これ

は細胞 膜の力学 的物性 の変化 、あ るい は細胞 の浸透圧調節機能 の低 下 に二段 階

の過程 の存在 が考 え られ るとい うことにな る。この ことと、NMRに よるT1測 定

の結果 よ り導いた細胞内の水移動 に関す る仮説 を次 に述べ る。
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2-3-3貯 蔵 中 にお け る細 胞 内水 移 動 に 関す る仮 説

植 物細胞 の老化 は液胞膜 の機 能低 下に始 ま り、液胞 内容物 の細胞 質への漏れ

に よ り、細胞 質のイ オンバ ランスの崩壊 、蛋 白質分解酵 素群 に よる細胞の劣化

が引 き起 こ され ると考 え られ てい る(Thimann, 1987)。 この ことを考慮す ると

Fig.2-20に おいて分散が減少す る48時 間までの間 は液胞膜の機能低 下の過程 を

反映 してお り、48時 間以降 は液胞 内容物 の漏れ によ り引き起 こされ た細胞膜の

機 能低 下の過程 を反 映 してい る と考 え られ る。す なわちオオ ムギ子葉の貯蔵 開

始後 、各細胞 の液 胞膜の機能低 下 にお ける程度 の差 よ り、作成 したプ ロ トプ ラ

ス トの低浸透圧 への耐性 に個体差 が生 じるが、貯蔵開始後48時 間にはほぼ全て

の細胞 におい て液胞 膜の機能低 下が起 こ り、低 浸透圧 への耐性 の個体差 が減少

した。しか し貯蔵 開始後72時 間では液胞 内容物 の漏れ に よる細胞膜の機能低 下

が始 ま ってお り、その進行 に細胞毎 の差 があ るこ とか ら、再び低浸透圧 への耐

性 の格差 を増 大 させ た と考 え られ る。

またFig.2-17に 示 したオオム ギ子葉内の長 い 君を持 つ水 、す なわ ち液胞内部

の水の減少は貯蔵開始か ら48時 間 までの間 に起 こってお り、48時 間か ら72時

間までの間で はほぼ一定で あるこ とを考慮す る と、液胞膜 は貯蔵開始後48時 間

まで に機能 が低 下 し、それ によ り液胞 内部の水 が細胞質 へ漏 れ出 した とみ るこ

とがで きる。また48時 間以降 はほぼ全ての細胞 において液胞膜 の機能低下のプ

ロセ スが終了 し、液胞 と細胞質 の間の水移動 が平衡 状態 にな った とみ るこ とが

で きる。

以 上の仮説か らオオ ムギ子葉 では貯蔵 中に液胞 か ら水分が流 出す る ことに よ

り萎れ を起 し、 また細胞全体 の劣 化が 引き起 こされてい る と考 え られ る。す な

わ ち全 体的 な水 分損失が少 ない状 態 にお てい も、組 織や細胞 内部 の局所的 な水

移動 によ り、オオム ギ子葉 は萎れ を起 こす と考 え られ る。以 上の仮説 と同様 の
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現 象が葉 菜類 の細胞 において も起 こる と仮定す ると、葉菜類 の貯蔵 にお いては、

全 体的 な水分損失 が無 い状態 で も液胞か ら細胞 質へ の水分流 出に よ り膨圧 の低

下や 細胞全体 の劣化 が起 こ り、萎れや品質低 下を招 く可能性 が ある ことが考 え

られ る。また葉菜類 の貯蔵 にお いては液胞 か らの水分の漏 出を防 ぐことに よ り、

よ り長期 にわた る鮮度保 持が可能 となる と考 え られ る。
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2-4摘 要

貯 蔵 に よる細胞 内水 の動 的状態 と、生体膜の状態 の変化 を明 らかにす るこ と

を 目的 と し、モデル試料 と してオオムギ子葉 を用 い、1H-NMRに よる縦緩 和時

間T1お よびプ ロ トプ ラス トの低張液への耐 性を測定 した。

T1の 測定か ら、オオ ムギ子葉 内には約700msの 長 いT1を 示す水 と約300ms

の短いT1を 示す水 の存在 が確認 され、長いT1を 示す水 は液胞 内部の水であ ると

考 え られ た。貯蔵 開始 時で は長 いT1を 示す水 の存在 比は約85%で あつたが48

時間後 には約70%ま で減 少 した。この時 の 目減 りが約2%で あつた ことか ら、こ

の長 いT1を 示す 水の減少 は水 分損失 に よるものではな く、貯蔵 中に液胞 内部の

水が細胞 質へ漏 出 した ことに よる と考 え られた。

またプ ロ トプ ラス トの低張液耐性 の測定か ら、オオム ギ子葉の浸透圧 調節機

能 が貯蔵 に よ り低 下 し、 さらにプ ロ トプ ラス トの低 張液 耐性 の個 体差が増減す

るこ とを明 らか に した。 この個体差 の増 減 と、前述 の液胞 内部の水が細胞質へ

漏 出す るとい う考察 か ら、プ ロ トプ ラス トの低浸透圧耐性 の低 下には、初期の

液胞膜 の機 能低下 と、それ に誘 起 され る細胞膜 の機能低 下 とい う、少 な くとも2

つ の過程 が存在 す る と考 え られた。

また実験結果 よ りオ オムギ子葉 にお いては全 体的 な水分損失 の少 ない条件 に

お いて も、液胞 か ら細胞 質への細胞 内部 におけ る局所的 な水移動 に よ り、萎れ

が起 こる とい う仮 説 を導 いた。 この仮説 が葉菜類 に適用可能 であれ ば、葉菜類

の貯蔵 におい ては全体的 な水 分損 失のみ な らず液 胞か ら細胞質へ の水分移動 を

防 ぐこ とが鮮度保持技術 の向上へつ ながる可能性 がある。
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