
299

日本冷凍空調学会論文集
Trans.ofthe JSRAE
VoL25,No.4(2008)
pp.299～ 306

原稿受付:平成20年5月 3日

キセノンガスを用いた野菜組織内の水の構造化

とクラスレー ト水和物の形成

安 藤 寛 子
°
 鈴 木 徹“

Hiroko ANDO    Toru SUZUKI

川 越 義 則
°

 牧 野 義 雄
°  大 下 誠 二 十

Yoshno� KAWAGOE Yos� o MAKNO  Selich OSHITA

Summary
Freezing is a valuable technique for food preservation. However, vegetables are known to be softening

remarkably after freezing and thawing process. It is expected to find alternative technique instead of freezing.

Recently, the application of structured water and/or gas hydrate had b€en attempted to prolong the preservation of
vegetable. In this study, the formation process of stucture water and,/or gas hydrate in pure water and carrot tissue

was investigated by using NMR relaxation times, T1 and Tr, of which applying condition was up to 0.4MPa and

0.8MPa at 5'C. Under the pressure of 0.4MP4 no gas hydrate was appeared, however, at 0.8MP4 formation of gas

hydrate was recognized in both water and carot tissue. Once the gas hydrate formation process in carrot tissue

starte4 Tr and T2 increased remarkably. After that, as the gas hydmte developed, then T1 and T2 turned to decrease.

Since this phenomenon was not observed in pure water, it is suggested that behavior of NMR relaxation time just

after the formation of gas hydrate in carot tissue may be peculiar to compartrnent system such as inter and

intracellular spaces.
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1.緒 言

凍結保存は食品の劣化を抑え,その品質を長

期にわたり保持できる保存法である.常温にお

いて劣化の早い野菜などの農産物も,凍結保存

法を用いることで長期間,その品質を保つこと

が期待できる。 しかし,生鮮農産物を凍結・解

凍すると組織は著しく軟化 し,水々しい張 りの

ある構造を失って しまう。そのため,こ の変化

を防ぎ,生鮮状態を長期間保持可能な,新たな

保存法の開発が望まれている.しかし,未だ凍

結保存法に変わる有効な長期保存法は見出され

ていない.

高圧・低温で水に疎水性ガスを封入すると,

疎水性ガス分子を中心に水分子が水素結合によ

って籠状構造を取 り,それらが多数結合 した巨

視的結晶構造を成 した氷様結晶クラスレー ト水

和物が生成 される.このクラスレー ト水和物の

生成直前の過程では,構造化 した水と呼ばれる

氷状のクラスターを多く含んだ水が生成される

と考えられている1).ク ラスレー ト水和物や構

造化 した水は,物理化学的な視点から様々に研

究が行われ,その物性や構造特性が少 しずつ明

らかにされている2-5). しかしながら,こ うい

った現象の実践的な利用は,天然ガスなどの輸

送技術 6-8)に留まり,生物学的な応用例や利用

法の検討はほとんどされてこなかった.

こういったなか近年,疎水性ガスを農産物組

織内に溶解 させることで,常温で農産物の保存

性を向上させる試みがなされた.1996年 ,大下

ら9)は オオムギ子葉鞘の細胞内溶液にキセノン

ガス (以下 Xo)を常温下で溶解 させることで,

原形質流動速度の低下,細胞片の生存率の向上

を示 し,その原因として細胞内の水の構造化を

示唆 した.その後,モヤシ,10)プ ロッコリー l

l).12),ヵ
ットキャベッ13)で x.に よる水の

構造化を利用 した変色,呼吸の抑制,保存期間

の向上が示された.しかしながら,農産物内の

水の構造化を直接明らかにした研究例はない上 ,

農産物の様な組織構造を持った材料内でのクラ

スレー ト水和物の生成 さえ明らかにされていな

い.また,上記疎水性ガスによる水の構造化を

用いた農産物の保存法の検討は常温下で行われ

たものであり,少なからず圧力付加を要する.

この操作を低温下で行えば水の構造化あるいは

クラスレー ト水和物の生成は,よ り低い圧力で

達成されるという利点が考えられる.さ らに,

低温下では農産物の保存効果の促進も期待 され

る.しかしながら低温やマイナス温度領域での

疎水性ガスの利用検討はほとんどされて来なか

った.そ こで,疎水性ガスを用いた水の構造化

を低温・マイナス温度領域で利用する農産物保

存法の可能性を探ること究極 目的としながら,

本研究では先ず,基礎 として, 1)低温域での

疎水性ガスの純水への溶解,お よびクラスレー

ト水和物の生成前後での水の動態変化,また ,

2)低温域で疎水性ガスの農産物内への溶解 ,

およびクラスレー ト水和物生成前後での組織内

溶 液 の動 態 変 化 を NMR(Nucl“rmりにお

"son狐
∝ )緩和時間より検討 した .

NlνRは 試料の非破壊測定を可能にし,生体

に近い状態下における情報が得 られる.特にプ

ロ トン Nヽ佃には緩和時間,Tl,T2の測定を通 し

て水分子の分子間相互作用の情報を与える 14).

そのため従来,NMR緩 和時間の測定は,生体

組織内の水の状態を把握する方法,特に細胞内

外の水和状態を理解するのに適 した方法として

利用されてきた 15).ま た,Tlは溶液中の水の

自己拡散や粘度 といった物理的状態の変化
16)

や,細胞膜の状態変化
17)を

間接的に知ること

も可能である.そ して,T2は Tlで得 られる情報

より,時間スケールの短い緩和時間を示 し,タ
ンパク質の水和状態の変化を観測 した研究例
18)が

報告されている.しかし,NMRを利用し

たクラスレー ト水和物に関する研究では,疎水

性ガス分子の状態を調べる目的でホス トガス分

子の緩和時間の測定 19).2° )やケミカルシフ

ト21)の
測定例が報告されているものの,ク ラ

スレー ト水和物のプロ トン緩和時間に関する報

告はほとんどない.したがって本研究で試みる

純水,及び,農産物内でのクラスレー ト水和物

生成過程における NMRプ ロ トン緩和測定は,

基礎科学的に貴重な情報が得られるものと期待

される.本研究では,凍結保存実験でもよく使

用されているニンジン組織を用い,疎水性ガス

には,既往の応用研究でも使用された比較的溶

解度の高い Xeを用いた.
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2.試料の調製

水におけるクラスレー ト水和物の生成を確認

するため,脱気 した超純水 04ml(関東科学)

をNMR用耐圧試料管 (最高使用圧力 lMPa)に

入れ,試料 とした.農産物として、収穫後数 日

内に市販量販店より購入 した青森県産および埼

玉県産のニンジン (D″
“ ""′

●L.)組織を,

直ちに 4mm× 4mm× 10mmに切 り出し,NMR
用耐圧試料管に入れ,生鮮試料 とした。ただ し,

ニンジン組織は,組織の中心・外皮を切除 し,

Fし1に示す様に柔組織のみを使用 した.

これらの試料にXe(99,95%,岩谷)を用い

Fじ2に示す圧力付加ユニットを通して試料に

かかる圧力を調節した.ただし,Xeを 入れる前

に,先立って,パ ッファータンクおよび配管内

の空気を十分排気した後にガスを導入した.

()ambialnng

S2e ■→ |
060

Penderin
Sample size
4x4x1ommWohti3009

Fig. 2 Pressure rmit for inuoducing Xe into the
sample tube. Xe gas was filled in a stainless

buffer tank (200m1) to keep a given pressure.

水の場合,5℃ではクラスレー ト水和物の生成
に必要な Xe分圧は約 0.3MPa22),ま た,o.nPa
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では 5時間で溶解平衡に達するとされる23).そ

のため,本研究では,Xe分圧を 04Mヽ および

08MPaと し,雰囲気温度 5℃ にて 14日 間貯蔵

し,水,お よびニンジン組織それぞれの NMR
緩和時間の変化を観察 した .

3.NMR緩和時間測定法と状態変化観察法

試料内プロトンの NMR緩和時間 Tl,T2の測

定には,25MHzの NMRスペク トルメーター (J

NM― MU25A,JOEL)を 用いた.TIは Satuntion

recovery法,T2は CPMG法を用いた。ただ し,

固体のクラスレー ト水和物の T2を測定するた

め,純水試料においてはμsオーダーの T2の測

定を solid∝b法用いて行った.NMRの原理お

よび詳 しい測定法の説明については他文献を参

照されたい 14).測定時の試料温度は,NMRス
ペク トルメーターに温度可変装置 (NM‐ PR/
mJ25,JOEL)を装着させることで 5℃に保っ

た.測定用 N�R用 耐圧試料管には直径 10mm

のガラス管を用い,5個の試料について測定を

行った.また,同時に外観の変化をデジタルカ

メラ (E990,Nkm)で撮影 した .

4.結果と考察

4.1 純水におけるクラスレー ト水和物の生成

0.4MPaの Xe分圧では,14日 の保存期間中,

外観の観察においてクラスレー ト水和物の生成

は確認できなかった.5℃ における X● クラスレ

ー ト水和物の生成条件 として知られる Xe分圧

は約 03MPa22)と されてお り,本研究で用いた

04MPaは十分クラスレー ト水和物が生成 しう

る条件下にあった と考 え られ る.し か し,

03MPa22)な る数値は,一旦,高圧・低温下で

クラスレー ト水和物を生成させ,圧力を減少さ

せることで得 られる相平衡状態を保つのに必要
な圧力であり,ク ラスレー ト水和物の保持に必

要な圧力である.したがって,核発生を要する
自発的クラスレー ト水和物の発生には,xe分圧
は 03MPa,ま た,本実験で用いた 04MPaよ り
高い分圧が必要であったと考えられる.

一方,08MPaでは,Fig.3に 示す様にクラス
レー ト水和物の生成が確認された。多くの研究
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で示されている様に24)-26),Xeク ラスレー

ト水和物 も水 とガスの境界面に生成 し始め

(Fし 3‐ 2day),ガス ー水境界面にフィルム状に

成長 した.こ のフィルム状のクラスレー ト水和

物が生成すると, Fじ 3-(a)に示す様に,そ
の後のクラスレー ト水和物の成長が抑制され ,

保存期間 14日 においてもクラスレー ト水和物

が試料全体に成長 しなかった.そのため,本研

究では,1日 ごとに衝撃を与え,表層面のクラ

スレー ト水和物を破壊・撹拌 し,その成長を促

進 させた.その結果,Fig.3-(b)に示す様に,

クラスレー ト水和物の生成・成長が確認 された .

(a)

(b)

ズムは,十分理解 されておらず,本研究におい

ても外観の観察からは十分な定量的議論はでき

なかった .

NMR緩和時間の測定結果を Fじ4,5に示す .

測定 したいずれの試料においても,INl�t緩和

時の変化は同様の挙動を示 したが,ク ラスレー

ト水和物の生成速度には若千の差があるため,

本論では各測定値の平均値は使用せず, 1試料

における測定結果の例を示 した.加圧前の水の

NMR緩和時間は,Tl(◆ ):約 1700ms,T2(○ );

約 1450【

“
であつた.既往の研究において,5℃

における水の Tlは約 1880msと されてお り16),

本研究では,常磁性物質である酸素の脱気を行

ったが,不十分であり残存する溶存酸素の影響

のため若千低い M緩 和時間になったと考え

られる.

Fig4に 0.4MPaの NMR緩和時間の変化を示

す.保存 14日 で T2が僅か 125"ns程度まで減

少 したことを除いて,外観変化同様,14日 間の

保存期間中に変化はほとんど観察されなかった .

従つて,04MPaでは Xe溶解による水の構造化 ,

あるいはクラスレー ト水和物の生成は認められ

ないと考えられる.
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Fig. 4 Change of proton relaxation times Tr (a)
and T2 (O) for water before and after formation

of gas hydrate at o.4MPa, 5t.

次に 08MPa付加後、生成を促進 した試料に

おける NMR緩和時間の変化を Fig.5に示す .

0.跡raでは,14日 の保存期間中,T2は連続的

減少を示 した.Fし3の外観変化と併せると,少

管課を

Gas -^*-
h“rateヽ‐、、

Fig. 3 Formation ofgas hydrate in water at

0.8Mpa 5oC. (a) Sample was allowed to stand

during 14 d. (b) sample was occasional sha*ed

既往の研究において,ク ラスレー ト水和物の

生成は,過飽和塩溶液などからの塩結品の析出

過程に類似 した現象と考えられている27).本研

究の結果においても,08ML,保 存 2日 の試料

では,Xeが高濃度に溶解 していると考えられる

水表面にのみクラスレー ト水和物が生成 してい

た.また,近年では MD(Mdecular DynamicS)

シミュレーションによってクラスレー ト水和物

の核生成や成長過程は,氷核生成および成長に

類似 した現象であることが示唆 されている
28).

さらに,氷結晶を疎水性ガスに曝露することで

クラスレー ト水和物の生成時間の短縮が可能で

あることが示されている27),29).い ずれにせ

ょ,ク ラスレー ト水和物の核生成や成長メカニ

ｍ

卿

回

印

２

　

　

　

１

　

　

　

１

ｎ

）

4

2day

Tday 12day

7day

「LL
:

ヽノ

Ｔ
Ｅ
〕
ｏ
Ｅ
〓
ｃ
〇
一お
ｘ
重
ｏ
∝

12day

しヽノ

鳩晏ロロ「



量のクラスレー ト水和物が生成 した保存 2日 後

で T2は約 12卵hs,7日 目には約 950msと なり,

12日 目には約 6∞msま で減少 し,最終的には一

定値に収束することが確認 された.一方,Tlは
2日 目に約 160()msと ,わずかに減少 したに留ま

り,以降,変化が見られなかった.

既往の研究において,Is型構造を持つメタン

クラス レー ト水和物内のプ ロ トンの T2は ,

0.01■s以下であることが示されている31),31).

32).こ の非常に短い T2は,石 30)や氷 33)な ど

固体試料 とほぼ同程度の値であり,ク ラスレー

ト水和物を生成 している水分子の動きが強く東

縛 されていることを裏付けている.一方,同ク

ラス レー ト水和物の Tlについての報告は ,

10∝ぃ～10∞ぃ と非常に広い範囲に渡っている
02).34).これは Tlが ,使用するNMRの周波

数に依存することにも拠るが,ク ラスレー ト水

和物生成試料の状態の相違,すなわち,水中に

おけるクラスレー ト水和物生成量による影響で

あると推察される.本研究では,Tlは圧力,お

よびクラスレー ト水和物の生成によらず,保存

期間中,純水 とほぼ同一の値を維持 していた.

このことから,試料中には,純水 と同一の運動

性を持つ成分が多く存在すると考えられる.

本研究で生成 した Xeク ラスレー ト水和物の

NMR緩和時間が,同 じIs型構造から成るメタ

ンクラスレー ト水和物 と30)同等であると考え

ると,本研究で得られた T2は数オーダー長く,

その値は多孔質内に存在する東縛 された水 32)

や植物細胞内の水 35)に 等 しいオーダーである.

一方,同試料を固体のT2測定が可能である Solid

echo法 36).07)を用いて測定した結果,Fし6に

示すように,保存 14日 後の試料で固体のプロト

ンの動きを反映すると考えられるシグナルが非

常に短い時間に確認された.しかし,こ のシグ

ナルの検出量は全試料の 1%以下であり,正確

なT2の算出はできなかった.

これらの結果より,03MPaで得られたクラス

レー ト水和物が生成した試料は,外観上,全体

にクラスレー ト水和物が生成した様に思われる

が,実際のクラスレー ト水和物の生成量は非常

に少なく,大部分が水,も しくはガス溶解水で

ぁったと推察される。また,観測された T2の減

少に対する解釈として,x● 溶解による構造化し
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4.2 ニンジン組織内におけるクラスレー ト水

和物の生成

04MPaの圧力では水同様,ニ ンジン組織にお

いても xeの溶解に伴 う外観の変化は見られな

かった.一方,08MPaの場合,保存 3日 でニン

ジン組織表面に少量の氷様物質の付着が確認で
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た水とする考え方もあるが,ク ラスレー ト水和

物間に閉 じ込められたことによる多孔質内の東

縛水である可能性も考えられ,今後,よ り詳細

な検討が必要であると考えられる.
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きた.0.8MPaにおける外観変化を Fじ7に示す .

3日 以降,ク ラスレー ト水和物は,時間経過と

共に表面部分で増加 した.本研究では,保存温

度 5℃であり,氷結晶は生成 しない.よ って ,

ニンジン組織表面に付着 した氷様結品はクラス

レー ト水和物であると考えられる.ニ ンジン組

織表面のクラスレー ト水和物は,水の場合に見

られた様なフィルム状のクラスレー ト水和物の

生成や,生成の停滞は起こらず,ニンジン組織

表面にクラスレー ト水和物の付着が確認 された

後,順調に成長 していった.

TI,T2が共に 10ms程度上昇することが確認 さ

れた (非発表データ未報告)こ とから,保存時

のニンジン自体のダメージ応答によるものであ

り,Xeに よる影響ではないものと推察される.
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Fじ 8 Chmr ofproton relax� ontimes Tl(◆ )

and T2(○)おr CmottiSSue tメ 試04ヽP■ 5℃ .

一方,Fじ9に示す様に0.8MPaにおけるニン

ジン組織の N�R緩和時間は,ク ラスレー ト水

和物の生成と同時に,明 らかな変化を示した.

すなわち,INMR緩和時間の変化と,Ft7の外

観変化を併せて判断すると,ニ ンジン組織に少

量のクラスレー ト水和物が生成した保存 3日 日

において,Tl:約 570ms,T2は約 280n、 まで急

激に上昇し,その後,ク ラスレー ト水和物の成

長に伴つて Nl嘔こ緩和時間は減少 し,一定値

(Tl;約 340ms,T2;約 160ms)に収束する変

化を示すことが確認された.ニンジン組織で得

られた数百 msと いうT2の値から考えて,先に

示した水中のクラスレー ト水和物と同様,本研

究ではニンジン細胞内溶液,も しくは xcが溶

解し,あ る程度構造化した細胞内溶液の 卜碑R
緩和時間が測定されたと考えられる.

農産物における NMR緩和時間の上昇は,保
存による劣化に伴い観測され,細胞構造の破壊
によって水の東縛が弱まるためと考えられてい

る17).38).39).本
研究で観測された NMR緩

和時間の大きな上昇も,ク ラスレー ト水和物の

付着が確認された時に上昇していたことから,

クラスレー ト水和物結品の生成による細胞構造
への激しいダメージに由来すると考えられる.
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Fig. 7 Formation of gas hydrate in carrot tissue

during presewation at 0.6MP4 5oc.

Fig.8,9に NMR緩和時間の測定結果を示す。

純水の測定同様,いずれの試料も同様の NヽR
緩和時間の変化が観測されたが,ク ラスレー ト

水和物の生成速度には若干の差があるため,本
研究では 1試料における測定結果の例を示 した

Xe付加前のニンジン組織の NヽR緩和時間は ,

Tl(◆ ):約 33()ms,T2(○ );約 19()msで あ

つた.既往の研究において,植物中の NMR緩
和時間は,数百 ms程度の値であることが知ら

れてお り35),ニ ンジン組織の NMR緩和時間と

して妥当であると考えられる.04MPa付 加後

(Fじ8),保存 6日 後で Tl:36街
“
,T2;220"

程度まで若千の増加を示 し,その後は減少 し

Tl;35()¨ ,T2:21()ぃ で一定となった.こ のわ

ずかな増減は,圧力付加を行わず 5℃ にて保存
したニンジン組織においても,保存 7日 前後で
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スレー ト水和物が生成することが確認された.

ニンジン組織でクラスレー ト水和物が生成 した

場合,細胞構造へのダメージによつて一旦NMR
緩和時間が大きく上昇することが観測され,純
水 とは異なる Nヽ督t緩和時間の変化が示された .

本研究では当初 目的とした Xe溶解に伴 う構造

化 した水を明確に捉えることはできなかった .

しかし,ニ ンジン組織における Xe付加による

クラスレー ト水和物の生成過程や、特に NMR
緩和時間の変化を初めて示すことができたと考

えられる.こ ういった知見は今後,水の構造化

を詳細に検討するために必要な基礎的なデータ

となると考えられる.また,ク ラスレー ト水和

物研究において,生体試料における生成過程を

詳細に検討 した例はなく,本研究の結果は農産

物の保存のみならず,一般的に生体組織内での

クラスレー ト水和物の影響を知る上で意味ある

結果を示すことができたと考えられる.
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