
3-4供 試材料 と実験方法

3-4-1供 試 材 料

細胞膜 水伝 導係数 の測定対象 と して、ホ ウレン ソウ(メガ トン)の葉細胞 プ ロ ト

プ ラス トを選択 した。 ホ ウ レンソ ウは東京大学 ・生物プ ロセ ス工学研究 室にて

26日 間、養液栽培 され た もの を用いた。

プ ロ トプ ラ ス トの 作 成 手順 は 第2章 にお け る2-2-4-2プ ロ トプ ラス トの 作成 方

法 で述 べた方法 とほぼ同一で ある。異 なる点は、酵 素液の構 成 がマ ンニ トール

0.6M、 セ ル ラ ー ゼ オ ノ ヅ カ1.0%、 マ セ ロ ザ イ ム0.05%で あ っ た こ と、 ま た 振

盪時間が3時 間で あ り、プ ロ トプ ラス トの洗浄 に用い たマ ンニ トール溶液 の濃

度 が0.6Mで あ っ た こ とで あ る。

プ ロ トプ ラス トは3回 目の洗 浄 の後 、0.4Mの マ ンニ トール 溶 液 中 に密 度 が

104/mlと な る よ うに懸 濁 した 。 作成 した プ ロ トプ ラ ス トを約1時 間 静置 して、

0.4Mの マ ンニ トール溶 液 と浸透圧 平衡状態 に した後、実験 に供試 した。
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3-4-2従 来 法 に よ る水伝 導 係 数 測 定(対 照 実験)

二層 流 式 水 伝 導 係 数 測 定 法 の 測 定 精 度 に つ い て 検 討す るた め に 、対 照 実 験 と

して 、Leibo(1980)の 手法 を参 考 にマ イ ク ロ スラ イ ドを作 成 して 水伝 導 係 数 測 定

を行 った,、作成 した マ イ ク ロス ライ ドの図 面 をFig.3-13に 示 した 。 マ イ ク ロス

ライ ドは厚 さ2.0mm、 幅60mm、 奥行 き25mmの ア ク リル板 の 中央 に、 厚 さ

1mm、 幅3mmの ア ク リル 板2枚(Fig-3-13、 黄色 部 分)を1mmの 間 隙 を空 け て

接 着 し更に そ の 上か ら厚 さ2.0mm、 幅7mmの ア ク リル 板(Fig,3-13、 淡 青 色 部

分)を 接 着 して 作成 した,,以 上の よ うに 作成 した マ イ ク ロス ラ イ ドには 上部 よ り

観 察 す る と幅1mm、 深 さ1mm、 長 さ25mmの 空 隙 が 存 在 す る こ とに な る。

Fig-3-13作 成 し た マ イ ク ロ ス ラ イ ドの 図 面
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マ イ クロ ス ライ ドを用 い た水 伝 導 係 数 測 定 の 手順 は以 下の とお りで あ る。 ま

ず マ イ ク ロス ラ イ ドの 空 隙 に0.6Mの マ ンニ トール 溶 液 を満 た した。そ の 後 、ホ

ウ レン ソ ウプ ロ トプ ラ ス トを懸 濁 した0.4Mの マ ンニ トー ル溶 液2.0μlを 、マ イ

ク ロ ピペ ッ トに て 空 隙 の0.6Mマ ンニ トール 溶 液 に注 人 した。顕 微 鏡 の 視 野 と焦

点 を調 整 しな が らプ ロ トプ ラ ス トを観 察 し、 ビデ オ レコー ダ に記録 した。

Fig-3-14は 作成 した マ イ ク ロス ラ イ ドの 写 真 で あ る。

Fig-3-14作 成 した マ イ ク ロ ス ラ イ ド

69



3-4-3二 層流式水伝導係数測定法による水伝導係数測定

3-4-3-1装 置 の 設 置

二層流セル を用い る際は あ らか じめ、セル内への メンブ レンフィル タの設 置、

溶 液の導入 な どの準備が必要 とな る。 以下にその手順 を述べ る。

初 めに二層流セル に接続 された2つ の溶液 タンクにそれぞれ0.4M、0.6Mの

マ ンニ トール溶液 を満た した。そ の後 メンブ レンフィル タを装着 しない状態 で2

つ のニー ドルバル ブ を開 きセル に溶液 を流 し気泡 を取 り除い た。そ の後 ニー ド

ルバ ル ブ と排液 チ ューブ に取 り付 け られ た ロー ラー クランプ を閉 じ、 二層流セ

ル を上部 と下部 に分離 した。 セル 内部の溶液 の流れ を止 めた状態 にて、お よそ

5mm四 方 に裁 断 したメンブ レンフ ィル タを、二層流セル下部の垂直坑 に被せ た

(Fig. 3-15)。 そ の後、ニー ドルバルブを微 小に開 きFig. 3-15に 示 した よ うに、二

層 流セル 上部の垂 直坑 よ りわずか に溶液 を流 出 させ た。 この状態で二層流セル

の上部 と下部 を結合 させ るこ とによ り、流路 内に気泡 を入れ るこ とな くメンブ

レンフィル タを設置 した。

二層 流セル 内にメンブ レンフィル タを設置 した後、 ニー ドルバル ブに よ り2

種 の溶 液の流量 を調節 し、垂 直坑 内に二層流 を形成 させ た。 メンブ レンフィル

タ設置時 に2種 の溶液 はセル内で混合 した と考 え られ るこ とか ら、セル 内部の

溶 液が新 しく導入 された2種 の溶液 によ り置換 され るまで、装置 を静置 した。

また溶 液 の流 れが速 す ぎ る とメ ンブ レンフィル タ上 にて細胞(プ ロ トプ ラス

ト)が破壊 され、遅す ぎる と二層 流の境 界面が鮮明でな くなる問題 があるこ とか

ら、溶液 タ ンク と排 液 口を適切 な高低差 に調整 し、溶液 の流量 を調整 した。 高

低 差は20cmと した。また この とき溶液 タンクの溶 液減少速度 か ら、二層流セ

ル垂 直坑 内の平均流速 は、2.7[m/s]と 計算 され た。
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Fig. 3-15二 層 流セ ル の設 置
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3-4-3-2試 料 細 胞(プ ロ トプ ラ ス ト)の 導 入

二層 流 セ ル 内 へ の 試 料 と な る 細 胞(プ ロ トプ ラ ス ト)の 導 入 時 の 写 真 を

Fig. 3-16に 示 した。 試 料 の 導 入 には まず 、 プ ロ トプ ラ ス ト懸 濁 液1.0μ1を 液体

用 シ リン ジに て採 取 した。そ の 後 、 二層 流セ ル の0.4Mマ ンニ トール 溶 液 導 入 部

に接 続 され た タイ ゴ ンチ ュー ブ に シ リン ジの 針 を刺 し、 チ ュ ー ブ 内 に プ ロ トプ

ラ ス ト懸 濁 液 を 注 入 した。 注 入 され た プ ロ トプ ラ ス トは 二層 流セ ル に 流 入 し メ

ン ブ レン フ ィル タ 上に 固 定 され た。

Fig. 3-16 二層 流 セ ル へ の 細 胞(プ ロ トプ ラ ス ト)の導 入
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3-4-3-3試 料 細 胞(プ ロ トプ ラ ス ト)の 体積 変 化 測 定

前 述 の 手法 に て プ ロ トプ ラ ス トを 二層 流 セ ル に 導 入 す る と、 二層 流 セ ル 内 の

メ ンブ レン フ ィル タ 上に は10個 前 後 の プ ロ トプ ラ ス トが 固定 され る。プ ロ トプ

ラス ト導 入 の確 認 後 、 観 察 の 容 易 な プ ロ トプ ラ ス トを選 び顕 微 鏡 の 視 野 と焦 点

を 調 節 した 。 ビデ オ レコー ダ に よ る撮 影 を開 始 した 後 、 ニ ー ドル バ ル ブ を操 作

す る こ とに よ り 土層 流 の 境 界 面 を動 か し、プ ロ トプ ラ ス トの周 囲 の 溶 液 を0.4M

マ ン ニ トー ル溶 液 か ら0.6Mマ ンニ トー ル溶 液 へ と瞬 時 に 置換 した。溶 液 の 置 換

か ら約5分 間 、 測 定 を継 続 した。Fig. 3-17に 土層 流 セル 内 に導 入 され た プ ロ ト

プ ラ ス トの 写 真 を示 した。

Fig. 3-17セ ル 内 に導 入 され た プ ロ トプ ラス ト
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3-4-4細 胞(プ ロ トプ ラス ト)体積 の 算 出方法

ビデ オ レコーダに よ り記録 され た細胞(プ ロ トプ ラス ト)の映像か ら、次に述べ

る方法 でプ ロ トプラス ト体積 を算 出 した。

は じめ に ビデ オ レ コー ダ か らIEEE1394イ ン ター フ ェイ ス を経 由 して、 計 算

機 に映 像 を転 送 した。 計 算機 内 で は映 像 をAVI形 式 フ ァイル で保 存 した 。保 存

され たAVI形 式 フ ァイル よ り、5秒 か ら30秒 の 間 隔 で静 止 画 を抽 出 し、Windows

形 式Bitmapフ ァイ ル(24bit色)に て保 存 した。 以 上 の操 作 に用 い た計 算 機 ソフ

トウ ェ ア はAdobe社 製 、Premire 6.0で あ る。

保存 され た静止画 よ り輝度情報 を抽 出 したのち、中間値 フ ィル タによ りノイ

ズ を取 り除 いた。 その後、8方 向 ラプ ラシア ンフィル タを用い て輝度情報 の2

次微 分画像 を求め、2次 微 分画像 を二値化す る ことによ りプ ロ トプ ラス トの輪郭

を抽 出 した。得 られた輪郭 画像 と元の静止画 を合成表示 させ、 プロ トプラス ト

の輪郭 以外 の部分 、例 えばプ ロ トプラス ト内部 の葉 緑体の輪郭、 また メンブ レ

ンフ ィル タの穴の輪郭 、等 を消去 した。 プ ロ トプ ラス トを球体 と仮定す る と、

そ の投影 であ るプ ロ トプ ラス ト画像 は円であ るとみなせ るこ とか ら、得 られ た

プ ロ トプ ラス ト輪郭画像 に対 して、 円の方程 式の最 小 自乗近似 を行 った。以 上

の操作 に用 いた計算機 ソフ トウェアは、Microsoft社 製、VisualC++6.0を 用 い

て作成 した。

以上の操作 にて、プ ロ トプ ラス トの半径 を画像の ピクセル数 と して得 た。 あ

らか じめマ ンニ トール溶 液 中のマ イ クロスケール によ り求 めた ピクセ ルの大 き

さか らプ ロ トプラス ト半径 を求 め、プ ロ トプ ラス トの体積 を計算 した。
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3-4-5水 伝導係数の算出方法

測定 され たプ ロ トプ ラス トの体積変化 よ り、細胞膜の水伝 導係数 を算出 した。

その手法を以 下に述べ る。まず 式3-10に おける細胞表面積 は細胞 の体積 とと

もに変化す るが、既 往 の研究 においては定数近似 してい る。 本研 究で は細胞表

面積Aを 体積 の関数 と して表 し、式3-10に 代入 して次に示す 式を得 た。

(3-27)

式3-27に お ける水伝導係 数Lpに ある値 を与 え、4次 のRunge-Kutta法 に より

体積応答 関数V(t)を 数値的 に作成 した。ある時刻tjに 実測 されたプ ロ トプラス ト

の体積 をtjと し、体積応答 関数 よ り求 め られ るF(tj)と の偏 差二乗和 は水伝導係

数LPの 関数E(Lp)と な り、次 に示す式 にて表 され る。

(3-28)

式3-28に おいて ηはプ ロ トプ ラス ト体積デー タの数 である。E(Lp)は 測定 され

た体積 デー タを式3-27の 解 に回帰す る際の評価 関数 であるか ら、E(Lp)を 最小

にす るLPを もって、測定 したプ ロ トプラス トの水伝導係数 と した。E(Lp)の 最

小値 を与 えるLpは 最急降 下法 にて求 めた。最急降下法 を用い る際 には、初期値

の 与え方 に よ りロー カル ミニマ ムを最小値 と して求 めて しま う可能性 が ある。

この問題 を回避す るた め、 あ らか じめLpを 試料細胞の細胞膜 水伝導係数 と して

考 え られ る範囲(1.0×10-16～5.0×10-13)ま で変化 させ 、評価 関数の グラフを作成

した。評価 関数の グラフの一例 をFig.3-18に 示 した。評価 関数の グラフよ り初
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期値 を決 定 した。

Fig. 3-18評 価 関 数

76



3-5結 果お よび考察

3-5-1従 来法による水伝導係数測定結果

従来法 に よる測定 は3回 行 った。測 定 された体積 変化 と求めた水伝導係数 を

以下 に示す。

1回 目の 体積 変 化 の 測 定 結果 をFig. 3-19に 示 した。Fig. 3-19よ り、 プ ロ トプ

ラス トの 体積 減 少 が 、測 定 開始 か ら50秒 ほ ど送 れ て 起 きて い る こ とが 分 か る。

これ は プ ロ トプ ラス ト外 部 溶 液 の 置 換 に お け る時 間 遅 れ の た め と考 え られ る。

こ の測 定 か ら求 め た細 胞 膜 の 水伝 導係 数 は0.032[pm・s-1・Pa-1]で あ っ た。

Fig. 3-19従 来法 に よる測 定 結果(1)
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2回 目の体積変化の測定結果 をFig.3-20に 示 した。 この測定ではプ ロ トプ ラ

ス トの体積 減少が測定開始か ら約10秒 で始 まってい る。1回 目の測定 と比較 し

て体積応 答の時間遅れ が少ないが、 これ はプ ロ トプ ラス トを高張液 に注入 した

際 に、プ ロ トプ ラス トの周囲 に溶液 の流れが発 生 したこ とに よ り、溶液 がす ば

や く混合 した た め と考 え られ る。 この測定 か ら求 めた細 胞膜 の水伝 導係数 は

0.065[pm・s-1・Pa-1]で あった。

Fig.3-20 従 来 法 に よる測 定 結 果(2)
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3回 目の体積 変化の測定結果 をFig.3-21に 示 した。1回 目の測定 と同様 に際プ

ロ トプ ラス トの体積応答 に時間遅れ が見 られ る。 この測 定か ら求めた細胞膜 の

水伝導係数は0.055[pm・s-1・Pa-1]で あった。この測定では150秒 以降でプ ロ トプ

ラス ト体積 が増 減す るが、 これは球形で あったプ ロ トプ ラス トが収縮 に よ り歪

んだ ため、撮影 され た画像 か ら体積 を算 出す る段 階での誤差が大 き くなったた

め と考 え られ る。

Fig.3-21従 来 法 に よ る測 定 結果(3)
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3-5-2二 層流式水伝導係数測定法による水伝導係数測定結果

二層流式水伝導係数測定法による測定は2回 行った。測定 された体積変化 と

求めた水伝導係数を以下に示す。

1回 目の体 積 変化 の 測 定結 果 をFig.3-22に 示 した。Fig.3-22よ り、 プ ロ トプ

ラ ス トの 体 積 は 、 測 定 開 始 直 後 に減 少 し始 めて い る こ とが わ か る。 この こ とか

らプ ロ トプ ラス トの 外 部 溶 液 が測 定 開始 の 後 、 直 ち に置 換 され て い る こ とが 分

か る。 よっ て従 来 の 測 定法 に お け る大 きな 測 定 誤 差 の要 因 で あ った外 部溶 液 の

置 換 に お け る時 間 遅 れ は 、 ほ ぼ排 除 され た と考 え られ る。 この 測 定 か ら求 め た

細胞 膜 の水 伝 導係 数 は0.075[pm・s-1・Pa-1]で あ っ た。

Fig.3-22二 層流式水伝 導係数法 に よる測定結果(1)
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2回 目の体 積 変 化 の測 定結 果 をFig.3-23に 示 した。1回 目の 測 定 と同様 に プ ロ

トプ ラス トの 体 積 応 答 に 時 間 遅 れ が 見 られ な い。 この 測 定 か ら求 め た細 胞 膜 の

水伝 導係 数 は0.073[pm・s-1・Pa-1]で あ っ た。

Fig.3-23 二層流式水伝 導係数法 に よる測定結果(2)
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3-5-3水 伝 導 係 数 測 定結 果 の比 較

従来 の水伝 導係数測 定法 と二層流式水伝 導係数 測定法 による測定結果 を比較

した。Fig.3-24に 測定 された水伝 導係数 を示 した。Fig.3-24よ り従来の測定法

によ り得 られた水伝導係 数 は、二層 流式水伝 導係 数 によ り得 られた値 に比べ て

全体的 に小 さい こ とが分か る。 また従来 の測定法 による値 は測定 ご との違い が

大 きい ことが分か る。

ま た 二 層 流 式 水 伝 導 係 数 測 定 法 に よ り 測 定 さ れ た 値 の 平 均 値

0.074[pm・s-1・Pa-1]を真の値 と仮 定 し、3-2-5節 と同様 の手法 にて計算機 シ ミュ レ

ーシ ョン よ り予測 され た従来法 による測定値 は約0 .02[pm・s-1・Pa-1]となった。こ

れ は外 部溶 液の混合 が完 全 に拡散 のみに よる と仮定 した場合 の値 であ る。 実際

の従 来法 による測 定では、外部溶液 の混 合時間遅れ は様 々な要 因に よ り変化す

る と考 え られ る。 また外部溶液 の置換が完全 に拡散 のみ に よる ことはない と考

え られ る。よって従来法 による測定値 は0.02[pm・s-1・Pa-1]より若 干大きい値 か ら、

真 の値 と仮定 した0.074[pm・s-1・Pa-1]よ り小 さい値の間 に分散す る と考 え られ る。

Fig.3-24よ り、水伝 導係 二層 流式水伝導係数 に よる測定値 を真 の水伝導係数 と

仮 定 した場合 に予測 され る範囲 に、従来法 に よる測 定値 が分散 してい るこ とが

わか る。

以 上 に述べ た事 と、二層 流式水伝導係 数測 定法 に よ り得 られたプ ロ トプ ラス

トの体積応 答 曲線 に時間遅れが見 られ ない ことを考慮す る と、二層流式水伝 導

係数 測定法の精度 は従来法 に比べて大いに向上 してい ると考え られ る。
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Fig.3-24測 定結 果 の 比較
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3-6摘 要

葉菜類組織内部の水移動に大きな影響 を及ぼす と考えられ る細胞膜の水伝導

係数を測定するため、既往の研究における水伝導係数測定法について検討 した。

その結果、測定精度が高い手法では試料が大量に必要なため、葉組織から試料

を取 り出 しての測定には向かない と考え られた。 また少量の試料で行える測定

法では、葉細胞の細胞膜水伝導係数の変化 を捉 えるために必要な測定精度が得

られ ない可能性が高いことが判明 した。そのため必要な試料が少量であり、か

つ測定精度の高い新 しい水伝導係数測定法が必要であるとの判断に至つた。

従来の少量の試料で行える測定法において、測定精度 を低下 させる原因は、

試料 となる細胞の周囲の溶液を置換する際の時間遅れが不確定であることであ

った。そのため細胞周囲の溶液を速やかに置換することが可能な二層流式水伝

導係数測定法を考案 し、また測定装置を開発 した。 この測定法では浸透圧の異

なる二種の溶液が、混合せず層流 として流れる流路内に試料 となる細胞を固定

した。二種の溶液それぞれの流量を調節することにより二層流の境界面を動か

す ことにより、細胞周囲の溶液を一方の溶液か ら他方の溶液へ速やかに置換す

る事を可能 とした。

二層流式水伝導係数測定法 と従来法により測定を行い、細胞の浸透圧変化に

対す る体積応答 と、そこか ら得 られた水伝導係数 を比較 した結果、新たに開発

した二層流式水伝導係数測定法は従来法に比べて、大いに測定精度が向上 して

いると判断 された。

84



第4章 結論

4-1本 研 究 で得 られ た結果

本研究 では葉菜類 の鮮度保持 に関す る研 究を進 め る上で重要 と考 え られ る、

生体 内の水 の状態や組織 内部の水移動 を把握す る事 を目的 と し、以下 に述べ る

成果 を得た。

第2章 におい て、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 よびオオ ムギ子葉 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 中には約700msの 長い 君を示す 水 と、約

300msの 短 いT1を 示す水 が存在す る ことが確 認 され 、子葉 の貯蔵 中に長 いT1を

示す 水 の存在 比が減少す るこ とが明 らか になつた。 この ときの試料 の 目減 りが

最 大で も約2.5%で あつた ことか ら、この存在比 の変化は貯蔵 中に、長 いT1を 示

す 液胞 内部の水 が細胞質 へ漏 出 し短いT1を 示す水 に変化 したため 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 細胞 の低浸透圧

耐性 が貯蔵 に よ り低下す るこ とを明 らかに した。 これ は細胞 の浸透圧 調節機 能

の低 下お よび細胞膜 の物性 の変化が起 こつたため と考え られ た。 またプ ロ トプ

ラス トの低浸透圧 耐性 におけ る個体差 の変化 か ら、低浸透圧 耐性 の低 下 に二つ

の過程 が存在 す る ことを明 らか に した。 これ は液胞膜 の機能低 下に よる低 浸透

圧 耐性 の低 下 と、液胞 か らの水 分漏 出に よる細胞膜 の機能低 下 を表 してい る と

考え られ た。以 上に述べ たNMRに よるT1測 定の結果 とプ ロ トプラス トの低浸

透圧 耐性 の測 定結果か ら、オオム ギ子葉 においては切 出 し直後 に、液 胞膜 の劣

化 が起 こる こ とに よ り、液胞 内部の水が細胞質へ漏 出 し、それ に よ り細胞 膜の
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機 能低 下が引 き起 こされ ると考 え られた。 また同様 の現 象が葉菜類 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 られた。 よって葉菜類 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 た。

第3章 において、葉細胞 の定量的 な物性値 を得 るために、細胞膜水伝 導係数

の測定 につ いて検討 した。既往 の研 究におけ るい くつか の測 定法 につ いて検 討

した結果、 十分 な測定精度が得 られ ない可能性 が ある、 もしくは大 量の試料 が

必 要なた め、葉組織 か らプ ロ トプ ラス トを作成 し、測定す る ことは困難 であ る

と考え られた。そ のた め少量 の試料 に よる測定が可能 であ り、かつ測定精 度の

高い新 たな水伝導係数 測定法 が必要 で ある とい う判断 に達 し、新 たな測定法で

あ る二層流式水伝導係数測 定法 を考案 し、測定装置(二 層流セル)を 開発 した。こ

の手法 では二種 の浸透圧 が異な る溶 液が、混合せず に層 流 と して流れ る流路 内

に試 料細胞(プ ロ トプラス ト)を固定 し、二種 の溶液の流量 を調節す る ことによ り、

細胞周 囲の溶液 を一方 か ら他 方へ と速やか に置換 し、同時に試 料 を顕微鏡 にて

観 察す るこ とが 可能 で ある。 二層流式水伝導係数測 定法 と従 来法 にて、ホ ウレ

ン ソウプ ロ トプ ラス トの細胞膜水伝導計数 を測 定 した結果 、二層流式水伝導係

数二層 流式水伝導係数測定法では0.073～0.075[pm・s-1・Pa-1]、 従来法では0.032

～0 .065[pm・s-1・Pa-1]と測定 された。二層流式水伝導係数測定法 による測定値 を

真 の値 と仮 定 した際、 計算機 シ ミュ レーシ ョンか ら予測 された従来法 に よる測

定値 の範 囲に、従来法 に よる実測値 が分布 した。 以上の こと と試料細胞 の体積

変化 曲線 の形状か ら、 二層流式水伝導係数 測定法では従来法 と比較 して大幅 に

測定精度が 向上 してい るこ とが示 された。
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4-2今 後 の課 題

本研 究 で は葉 菜類 生 体 内部 にお け る水 の動 的状態 の変化 を調 べ るた めに、

1H-NMRを 用いて生体内水の縦緩 和時間を測定 した。 この測定 よ り液胞か ら細

胞 質へ水が移動 してい る可能性 な どは示せ た ものの、その水移動 を更 に深 く知

るた めに必 要 と考 え られ る、生体 内水 と生体膜、生体 高分子 との相 互作用の変

化 な どを解 明す るには至 らなかった。 また液胞膜の機能低 下 とそれ に起因す る

細胞膜 の機 能低 下 による葉菜類 の鮮度低 下の仮説 を立て たが、 この仮説 は未 だ

検 証 され ていない。今後 は生体 内水 の動 的状態 の測定 につい て、測定法 を検討

し上記 の ことを明 らか に し、また仮説 について検証 してい く必要がある。

また水伝 導係 数測定 においては、新た に開発 した二層 流セル によ り測定 が行

える ことが示せ たが、二層流セ ル には改 良すべ き個所 がい くつか存在 す る。 ま

ず セル流路 内に気泡が付着 しやす い とい う問題 があ った。 これは流路内 に親 水

処理 を施す こ とに よ り解 決で きる と考 え られ る。 また今 回作成 した二層流セル

では流 路断 面積比 の問題 か らメンブ レンフィル タの穴におけ る溶液 の流速 が非

常 に速 くな り、試料細胞 をフ ィル タ上 に破壊 され ない よ うに固定す るための流

速調 節 に多大な労力 を割 かねばな らなか った。 よって二層流セル の流路 の構 造

も改 善の余地が あるといえ る。

また新たに開発 した二層流式水伝導係数測定法にて、貯蔵時の葉菜類細胞膜

の水伝導係数変化などを測定 し、 さらに細胞膜水伝導係数の温度、浸透圧、溶

質などに対す る依存性 について明 らかにされ る必要がある。
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終始適切な御指導、御校閲および貴重な御助言を頂 きま した。 ここに深 く感謝

の意 を表 します。

東京大学大学院工学系研究科精密機械工学専攻鳥居徹助教授 には実験装置の

作成にあったって懇切な御指導、お よび貴重な御助言を賜 りま した。 ここに深

くお礼を申 し上げます。

本論文をまとめるにあた りま しては、東京大学大学院農学生命科学研究科生

物 ・環境工学専攻芋生憲司助教授および後藤英司助教授には貴重な御助言、御

指摘を頂きま した。 ここに深 く感謝の意を表 します。

東京大学大学院農学生命科学研究科生物 ・環境工学専攻川越義則助手には実

験の遂行、研究の全般にわた りま して惜 しみない御協力を頂きま した。 ここに

篤 くお礼申し上げます。

生物プロセス工学研究室秘書 目時美穂子氏、阪美和氏には研究活動 を円滑に

行 う上で多大な御協力を頂 きま した。東京大学大学院農学生命科学研究科生

物 ・環境工学専攻生物プ ロセス工学研究室の大学院生 ・学部生諸氏には多大な

ご協力を頂きました。心からお礼申し上げます。
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