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　　When 　 fresh　 vegetable 　 tissues　 are 　 subjected 　 by　 freeze−thaw 　 treatment ，　 the　 texture

dramatically　changes 　softening ．　However ，　the　mechanism 　has　been　st丑l　ambiguous ．　In　this

study ，　the　restricted 　diffusion　of 　water 　molecules 　in　the　onion 　tissues　bef（〕re　and 　a丘er　freezing

was 　measured 　using 　NMR （Nuclear　magnetic 　resonance ）technique，　Further，　the　onion 　tissues

were 　subjected 　by　chloro 負〕rm 　treatment　to　destroy　cell　membrane ．　From 　the　NMR 　data　and 　the

cell　size 　infbrmation　observed 　by　optical 　microscopic 　method ，　the　water 　permeability　inter　cells

責br　the　f艶 sh ，　 f艶 eze
−thawed

，
　and 　chlorofbrm 　treatment 　tissues　 samples 　were 　calculated 　and

compared 、　The　results 　showed 　that 　the　water 　permeability 　f｛）r　fresh　onion 　tissue　is　significantly
lower，　 but　 the　 permeability　 fbr　 freeze−thawed 　and 　 chlorofbrm 　samples 　 become　 higher

considerably ．　On　the　other 　hand ，　the　microscopic 　observation 　result 　did　not 　show 　any 　damage　in

their　tissue　structures ．　From 　these　results ，　it　is　suggested 　that　texture　changes 　fbr　onion 　tissue

after 　freeze−thawing 　would 　be　caused 　by　increasing　in　the　cell 　membrane 　permeability 　of 　water ，

rather 　than 　in　the　cell “・all，　　　　　　　　　　　（Received　Oct，17，
2005；Accepted　Jan，26，2006 ）

緒 言

　近年 で は凍結 に よ る 組織軟化は 細胞膜変化 が 主

要な原因 の 1 つ で ある とす る説が提唱 され て い る D．

す なわち，植物組織 は細胞膜 の 水透過性が低い た め

［Key 　words ：NMR ，　Optical　microscopy ，　Freeze −

thawing ，　Water 　permeability ，　Onion 　tissue；NMR ，

光学顕微鏡，凍結・解凍，水透過性 ，タマ ネギ］

細胞 内 に水分を保ち そ の構造を保 っ て い る もの の ，

凍結 ・
解凍後細胞膜 の 水透過性 が増大 し，組織 の い

わゆる
“

は り
”

がな くな る と考え られ て きた．植物

細胞膜 の 水透過性測定に っ い て は，分離体 プ ロ トプ

ラ ス トを用 い た誘 電率測定 2）な どが用 い られ て きた．

しか し，植物組織体 と して の 水透過性変化に つ い て

は 詳細に検討され てお らず ，組織体 と して凍結・解

凍後 の 水透過性 の 変化 が 直接 細胞 膜 の 変化に 対応

して い る か は不明確 で ある．本研 究 で は 組織を非破
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壊 で 使用 で き る NMR の 利用 を試み た ．

　本研究 で 用 い る NMR 手法は水分子 の 拡散情報 か

ら構造 の 把握を行 う手法 で あ り
， 細胞な ど の 閉鎖的

系で は，細胞サイズ に応 じて 水 分子 の 自己拡散が 制

限 され る 制 限拡散 が観測 され る た め
，

い わ ゆ る 細胞

の 構造変化 を把握 で きる，こ の よ うな手法は植物 に

お い て は植物熟成過程 にお ける水分子 の 組織内，細

胞 間 の 透 過性 に対す る評価 3＞や凍結・解凍後組織 の

水分子拡散挙動 の 把握 な どにも用 い られ て きた
・d）．

し か し，凍結 ・解凍前後で の 組織 の 水透過性変化に

関 して は詳細 な適用例 は少 な い ．

　本研究 で は特 に ，
NMR 測定 と光学顕微鏡観察を

組 み合 わせ て 検討 す る こ とで，凍 結・解凍にお ける

組織 の 水透過性変化 を比較検討 し た ，ま た ，ク ロ ロ

ホ ル ム を用 い た細胞 膜除去処理 組織 を同時 に測定

す る こ とで 凍結
・
解凍 にお ける組織 変化 の 原 因部位

の 特定も試み た．

材料 および方法

1 ．試料

　試料 には北海道産タマ ネギ A ！lium　 eepa 　L，、約

300g を 使 用 した ．タ マ ネ ギ は 鱗葉が 幾重 に も 重な

っ た構造を し て い る ため，本研 究 で は最 も中心部 の

鱗葉を試料 と した ．

1−1．顕微鏡観察用試料 の 調 製

　タ マ ネギ組織を Fig．1 の よ うに厚 さ 0，5mm に 切

り出 し，生鮮試料 とした．凍結 ・
解凍後 の 試料及び

細胞膜 除去処理試料に つ い て は生鮮試料観察後 ， 後

に 述べ る そ れ ぞれ の 処理 を施 し た．

1−2，NMR用試料の 調製

a ）生鮮及 び凍結・解凍後試料

　タマ ネギ組織を Fig，1 の よ うに 3，0  n 四 方，長

さ 1．Ocm に 切 り 出 し，これ を 生鮮組織 と し た．成型

した生鮮試料を
一18℃凍結庫内 で 1 週 間凍結，室温

で 解凍 した もの を凍結・解凍後試料 と した，

b）ドリ ッ プ試料

　凍結・解凍後試料を遠心 管（10ml，　Diam 　15mm ，　L

801  ）に入れ ，遠心器（RS −18Gl トミ
ー

精 工 ）に て

遠心分離を行 っ た（0℃ ，30 分，100443Xg）5）．こ の

操作に よ っ て 得 られた溶液 を ドリ ッ プ試料 と した ．

c ）細胞膜除去処理試料 の 調製 6）

　Fig，2 の 様 に 密 閉容器 に ク ロ ロ ホ ル ム 及 び 蒸留水

Light　Microscope

　 　　 ↑

　　geThi ・kness

鴛器

NMR

爵傷
Fig．　1．　Preparation　of 　the　test　piece　for　light
　 　　 　 microscope 　and 　NMR 　experiments ．

　 　 　 　 　 　 　 　 ド

＿ ＿ 疲
Glass　container

Sample

Disti皿ed 　water

Fig．2．［ilie　apParatus 　for　chloroform 　treatment ．

をそれぞれ 30ml ずつ 50ml ビー
カ
ー

に 入れ 25℃ の

ウォ
ー

タ
ーバ ス に 1 日間放置 した ．こ の よ うに して

ク ロ ロ ホ ル ム 蒸気で満た された容器の 中に ， 成型 し

た 試 料を 入 れ 3 時間放置 した．

2 ．方法

2−1．光学顕微 鏡観察

　生鮮 と凍結
・
解凍後組織 の 観 察 に つ い て は 、光学

顕 微 鏡 （BX51 　 0LYMPUS ）に 低 温 ス テ ー ジ

（LK −600PMS ，　 L・600A 　ジ ャ パ ン ハ イ テ ッ ク）を 取

り付 け，ス テ ージ内で 生鮮組織を観察撮影後，同組

織を
一5℃ 〆mh1 で一18℃ まで 凍結 し，5℃ 1minで解凍 し，

再 び 観察撮影を行 っ た．

　細胞膜除去処理組織の 観察に は 、細胞膜除去処理

を施 し た後，1％ サ フ ラニ ン 水溶 液 で 数秒 問染色 し

観察撮影を行っ た ．

2−2．NMR を用 い た拡 散係数 の 測 定
7｝

　制限拡散 の 測定 は NMR （Bruker 社 AM200WB ）

を用 い た ス テ ィ ミ ュ レ テ ィ ッ ドエ コ
ー法で 行 っ た，

ス テ ィ ミュ レ テ ィ ッ ドエ コ ー法 の パ ル ス シ
ー

ケン

ス を Fig，3 に示す ．

　磁場 勾配 が与え られ た 場合お よ び ，与 えられ ない

場合 に 得 られ る エ コ ー強度 の 比 R は ，次式 （1＞で 表

せ る．

　　　1皿 （R ）＝−D （γδG）
2
（△一δ13）　　　　　　　　　　 （1）

　（R ：エ コ
ー

強度比 ，D 拡 散係数［cm2fs ］，　Y 磁 気回
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転比 ［Hz1Gauss］，δ：磁場勾配パ ル ス 幅［ms ］，△ ：二

っ の 磁 場勾配 パ ル ス の 間隔（拡散時間に相当），G ：

磁場勾配の 大きさ［Gauss！cm 亅）

　拡散を観察 して い る水の緩和時間 が 1成分 で ある

こ とを確認後，拡散時間△ を
一

定 と して 磁場勾配の

大 きさ G を変化 させ た測定を行 い ，（yδG）2（△一δf3）に

対 して ln（R）をプ ロ ッ トし て 得 られ る 直線 の 傾 きか

ら拡散時 間△ に お け る見か け の 拡散係数 D［em2fs ］を

求 め た ．ただ し，拡散時間（△），磁場勾 配 （G）は そ れ

ぞれ，19，5〜1210，0［1皿 s］，3．O〜37．8［Gauss！cm ］の範囲

で 測定 を 行 っ た ．また，測定時 の 温 度は約 20℃ で ，

γ は 1H の 磁 気回転比 で 4258［Hz〆Gauss］と した．

Gradient　pulse

G （3．0〜37．8）

Gradient　pulse

G （3，0〜37．8）

［Gauss〆c朗 ［Gauss〆cm ］

90°pulse

目
90°pulse　 90°pulse

← 7．5［ms ］→ e0

く．． △［ms ］ 〉

δ［ms ］
（19．5〜1210．0）

δ［msl

Fig，3．　Stimulated 　ecllo 　pulse　sequence ．

結 果およ び考察

1，顕微鏡観察

1−1．生鮮及 び凍結 ・解凍後組織

　Fig，4 に示す よ うに凍結 ・解凍後組 織で は若干 で

は あ る が細胞壁
・細胞膜 の 辺 りが 厚 くな る と い う変

化が観察 され た ，し か し，従来言われ て い る よ うな

細 胞 破壊や 細 胞 膜 の 変化
8）は観測 され な か っ た ．細

胞サ イ ズ に も変化は 見 られず，約 150yn で あっ た．

　 こ の よ うに 光学顕微鏡観察に お い て ，細胞に 大き

な変化が見 られ な い こ とは 光学顕微鏡 の 解像度 の

問題 と考え られ る ．電子 顕微鏡観察に よ っ て は 凍

結
・
解凍に よる膜融合 9）な どの 変化が報告 され て お

り， さ らに小 さなス ケ
ー

ル で 細胞は変化し て い る と

も考え られ る，しか し，電子顕微鏡観察にお い て も

凍結 ・解凍 が 組織 の どの 部 分に，どの よ うに影 響 を

与 える か を明確にする に は至 っ て い ない ．

1−2． 細胞膜除去処理組織

　細胞 膜除去 処 理 組織 に つ い て も細胞 に 大 きな 変

化は観察 されな か っ た（Fig．5）．本研究 で は 細胞壁 を

赤 く染色するサ フ ラ ニ ン染色液で 細胞壁 を染色 し

て あ る ため，処理後 も細胞壁 が残 っ て い る こ とが確

認 され た．

　 ク ロ ロ ホ ル ム は細 胞膜 リン 脂 質 に作用 し細胞 膜

を変化 ・除去 させ る 手法 と して ， 主 に動 物細胞 に用

い られ て きた 10），近年，こ の 方法 は 植物 組織 の 細胞

膜除去 に も使われ て お り，細胞膜除去後の 組織の レ

オ ロ ジー的な変化が観測 され て い る 6）．また，細胞

壁 は 高分子 を も浸透 させ る構造 で あ る と言われ て

お り 11＞，本研究に お い て 処理 後，細胞 内の 核が 処理

前 に比 べ て 強 く染 色 され て い る こ とか ら細胞膜 が

除去 処理 されサ フ ラ ニ ン 液 が 内 部 に浸透 し た と考

え られ る．

　以上 か らク ロ ロ ホ ル ム 処理 で は ， 細胞膜 が除去 さ

れ た に も関わ らず細 胞サイズ （約 150pum）や見 かけ

上 閉鎖的な構造は変化 の ない 状態で あ る と言 え る．

鬱鸛
鑼
灘
懸

Fig．4．　 Microscopy　image 　 of　 fresh　and 　freeze・

　 　　 　 thawing 　onion 　tissues．　Scale　bar＝ 100 μm

（a ）Fresh （b）Freeze−thawed

Fig．5．　 Microscopy　image 　of 　after 　chloroform

　　　　 treatment　onion 　tissues．　Scale　bar＝500μm

（a）Fresh （b）Chloroform　treat皿 ent

2 ，NMRによる拡散係数の測 定

　NMR による拡散係数 の 測定にお い て 細胞な どの

閉鎖的系 で は拡散観測時間（△）の 増加 に伴 っ て見 か
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け の 拡散係 数 が 減少 す る 制 限拡 散現 象が観 察 され

る．

　本研究 にお い て も Fig、6 に 見られ る よ うに 生鮮

組 織で は △ の 増加 と ともに拡散係 数が減少 し，約

1000［ms ］の 拡 散時聞 で 一
定（O．73 × 10

’
5
［cm21s ］）とな

る典型的制限拡散が観察された，こ れ に対 して ，凍

結 ・
解凍後組織 で は拡散係数 の 減少 はゆるや かにな

り，水分子 に対する 制限 が弱 くな っ た事を示 して い

た．また ，細胞膜 除去処理組織 にお い て も凍結 ・解

凍後組織 とほ ぼ同様，弱 い 制限拡散を示す こ とがわ

か く） た．さらに ドリ ッ プ試料 に つ い て は，時 間に寄

らず 常に
一

定 の 拡散係数 とな っ て お り ， 制限拡散 は

組織液 の 性質 に よる もの では な く細胞 構造 に 由来

し て い る こ と が 推察 され る．

　以 上 の こ とよ り，凍結・解凍後及 び細胞膜除去 処

理組織 にお い て は細胞膜 の 機能 が消失す るた め ， 細

胞 内の 水分子 は組 織 内を 自由 に 拡散 で き る よ うに

な っ た と考え られ る．一
方 ， 顕微鏡観察 にお い て は

細胞膜除去処理 後 も細胞壁 が 存在 し て い る こ とが

明 らか で あ り，凍結・解凍後及 び細胞膜 除去 処理組

織が ドリ ッ プ 試料 と 比較 して
， 若干 で はある が 制 限

拡散が 見 られ る の は細胞壁 の 影 響 が あ ると考 え ら

れ る．　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
唱

　 　 1

　 0．9

　 0，8

　 0．7

　 0，6bQO

．5Qo

．4

　 0，3

　 0．2

　 0．1

　 0

　 　 　 　 0　　　　　 500 　　　　1000 　　　　1500

　 　 　 　 　 　 　 QbservationthlE

　 　　 　　 　　　 △一（δノ3）［ms 】

Fig．6．　The 　d丗 usion 　coeff1Cient 　of 　water 　in　fresh　and

　 　 　 SO 皿 e　treatment 　OniOn 　tiSSUeS．
　 　　 □ ：Fresh 　tissue，● ：Chloroform　treatment，
　 　　 ▲ ：Freeze−thawed 　treatment ，◆ ；D 虹p

3　 水透過係数の算出

植物組 織 の 水 透過 係数を 前述 （拡散係 数
一

△）の デ

一
タ か ら求 め る こ と が で き る ．生 鮮植物 組 織 に つ い

て は こ れ まで に も報告がある ・1・　 4）、そ の 多くは ，水

透過係数 と細胞サ イ ズ の 両者を未知数 と して NMR

デ
ー

タか ら推定 し て い る ．こ の ため，凍結 ・解凍後

試料 の よ うに制限拡散 が 弱 くな る と，細胞 サイ ズ を

正確 に測定 で きな くなる可能性 が高 い ．し か し，光

学顕微鏡観察結果を組み合わ せ て利用する こ とで 、

生鮮組織に お い て も，凍結 ・解凍後の 組織に お い て

も水透過係 数を正確 に 求 め られ る と考え られ る．そ

こ で ，本研究 で は 光学顕微鏡観察 と NMR 測定 を組

み合わせ て 水透過係 数の 評価 を行 っ た．

　 今，組織構造があ る程度浸透 しうる障壁で仕切 ら

れた閉鎖 的構 造 で あ る と仮定 し，△ を無限大 と した

場 合 に お け る拡散係 数 D
， は 式（2）に よ っ て 表せ られ

る 12）．

　　　1！Dt＝1fDe ＋ 1！（p × a ）　　　　　　　　　　（2）

（D ，
：△ が無 限大 で あ る 場合 の 拡散係数［cm2 ／s］，　 Do ：

△ が非常に短 い 場合 の 拡散係数［cm2 ！s］，　p ；水 透過係

数［crrl／s］，　 a ：障壁間距離［cln］）

　 こ こ で，生鮮 タマ ネギ組織 の 場 合，光学顕微鏡観

察 の 結果か ら a − 150 ［pm］，　NMR 測定結果か ら得 ら

れ た Dt＝0．73× 10』5 ［cm2fs ］，　 De・・1．67xlO
’5 ［。m2 〆s ］

を 式 （2）代入 し，水透過係数 8．70 × 10
’
1 ［cm ／s］ が 得

られ た ．NMR 測定に よる他 の 生鮮植物組織 の 水透

過係数 約 10．3［cm ／s］
3）で ある こ とか ら本方法 で 求 め

られ た値は 妥当で ある と考え られ る．

　凍結 ・解凍後組織に つ い て も同様 に水透過係数 を

求 めた と こ ろ，1，20× 10’2［cm ／s｝（D 〔
− 1、76× 10

’
5
［cm21s ］，

Do ＝1．60x10．5［cm2 ！s］）を得 られ，凍結 ・解凍後 の 水

透 過係数 の 増大が定量的 に 捉 え られ た ．

結 論

　本 研究 で は ，
NMR を用 い た拡散係数 の 測定 か ら

凍 結・
解凍 後に タマ ネギ組織 内 の 水分子 の 拡散制 限

が 弱 ま る こ と が わ か っ た ．ま た
， 細胞膜除 去 処理 を

行 っ た 組織に お い て 組織 内の 水分子 の 拡 散挙 動 が

凍結 ・解凍後組織 とほ ぼ
一

致す る こ とか ら，凍結
・
解

凍 に お ける組織変化 の 原 因が細胞膜の 水透過 性 の

変化 にある こ と が明 らか とな っ た ，さらに ，細胞間

水 透過係 数 を算 出す る こ とに よ っ て 定 量的 に 評価

可 能とな り，凍結 ・解凍後組織で は 生鮮組織 と比 べ

て 約 1桁 の 増加が確認 され た．
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　以 上 か ら，タマ ネギ組織 を凍結・解凍する こ と で

細胞膜に変化が起き，細胞内に留ま っ て い た水分が

細胞外 へ 容 易に流出 で きるよ うにな り，生鮮組織の

“
張 り

”
が 失 われ ， 軟化 し た状態 になる とす る説 の

妥 当性 が 裏付 け られた も の と考え られ る．
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