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研究成果の概要（和文）：野菜の加熱・凍結における細胞や組織の破壊をNMRによる細胞内の水の拡散測定によ
り調べる方法を開発し、それを用いてジャガイモなどの根菜類において細胞破壊と軟化の関係を検討した。加熱
や凍結により細胞破壊が進むとそれに応じて水の拡散が制限拡散から自由拡散に移行し、破壊の程度を評価する
ことができた。解凍後の軟化を防ぐ凍結法として過冷却を用いた凍結法を検討し、ジャガイモやサツマイモで大
きな効果があることが示された。

研究成果の概要（英文）：I developed a method to determine the damage of a cell and the tissues of 
vegetables in heating and freezing by diffusion measurement of the intracellular water by NMR and 
examined relations of cell damage and the softening in the root crops such as potatoes using it. 
When cell damage progressed by heating and freezing, diffusion of the water changed from restricted 
diffusion to free diffusion accordingly and it must be good method to evaluate degree of cell 
damage. I examined the freezing method using the supercooling of cell water to prevent softening 
after freezing, and it was shown that there was a big effect with a potato and a sweet potato.

研究分野：食品科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
今日、多くの食品が冷凍食品として利用さ
れている中で、野菜やいも類は食品素材の保
存法として、冷凍技術を使うことができてい
ない。それは冷凍後の解凍による軟化が大き
く、生鮮品に比べて品質が大きく低下してし
まうため、冷凍ができず、冷凍を用いた長期
保存ができていないのが現状である。特に、
ジャガイモは食品素材として多くの食品に
使われているにもかかわらず、冷凍による障
害が大きく効果的な冷凍技術が見いだされ
ていないため、効果的な冷凍技術が求められ
ている。 
冷凍による生体組織の細胞破壊、組織破壊
は組織や細胞の顕微鏡観察、物性測定、電気
的性質などの物理的測定のほか、生体内の水
の状態のNMR緩和時間などで調べられてき
ているが、細胞破壊の効果的な評価法はまだ
十分ではない。そのような中で、NMR を用
いた生体中の水の拡散測定をもととした制
限拡散測定は、近年、水が存在する場所の周
辺構造と拡散係数の拡散時間依存性の関係
の理論的解釈が発達し、生体組織(細胞)の構
造やその破壊に応用できると期待されてい
る。また、従来は NMRに特殊な付属装置(磁
場勾配発生装置とそのコントローラー)を装
着しなければ測定できなかった拡散係数測
定も、近年の装置では２D,3D－NMR測定に
磁場勾配を利用するため、ほぼ NMRには標
準装備となってきているため、NMR 装置が
あれば拡散測定ができるようになってきて
いる。このような状況の下で、細胞の構造を
調べることができるNMRによる水の拡散測
定を用いた細胞破壊の評価法は、凍結障害を
はじめとしたさまざまな場面で食品評価に
利用できる期待されるが、その研究はまだ始
まったばかりである。 

 
２．研究の目的 
 本研究においては、野菜の加熱および凍結
による組織軟化について、NMR を用いた水
の拡散測定を基に解析し、NMR を用いた食
品品質の新しい評価法を開発する。生体組織
中の水は、細胞質や液胞あるいは細胞間隙の
ような小さな領域に閉じ込められているた
め、自由に移動できる範囲が制限され、NMR
測定により得られる拡散係数が拡散時間と
ともに減少する、制限拡散と呼ばれる拡散様
式をとる。NMR の制限拡散測定は、医療分
野ではMRI技術と組み合わせることにより、
脳梗塞などにおける脳内の細胞破壊や膜透
過性変化、拡散の異方性をとらえて、神経細
胞の走り具合を可視化する方法として用い
られている。この方法を野菜などの食品組織
に応用し、加熱や凍結による細胞のダメージ
をもとに食品品質を計測する新しい方法を
開発し、野菜品質との関連を調べ、高品質の
冷凍品を作るための技術を開発する基礎と
することを目的とする。 
 

３．研究の方法 
(1)試料及び加熱、凍結処理：澱粉を含む根
菜類のジャガイモ、サツマイモと澱粉を含ま
ないダイコン、ヤーコンを試料として用いた。
試料は 3cmx3cmx1cm に切り出した後、60℃か
ら100℃の各温度に設定した恒温槽で10分間
加熱処理を行った。生及び加熱した試料は－
30℃の冷凍庫、およびプログラム低温恒温槽
により凍結を行った。凍結試料は 22℃のイン
キュベーターにより解凍し、硬さ及び NMR 拡
散測定を行った。 
 
(2) 硬 さ 測 定 ： 硬 さ は レ オ メ ー タ ー
（CR-500DX-SⅡ、株式会社サン科学製）によ
り径 5 ㎜のプランジャーを用いて、5 ㎜また
は 2㎜挿入したときの応力として求めた。 
 
(3)NMR 拡散測定：400MHz 高分解能 NMR（JEOL 
ECX-400、日本電子）を用いて、試料中の水
の拡散係数を拡散時間を変えて測定を行っ
た。測定はバイポーラーパルスを用いたパル
スグラディエントスティミュレイテドエコ
ー法を用い、拡散時間 50ms から 1000ms にお
ける拡散係数を測定した。 
 
(4)顕微鏡観察：加熱及び凍結した試料をマ
イクロスラーサーで厚さ約 100μm にスライ
スし、トルイジンブルー、サフラニン、ヨウ
素液により染色後、光学顕微鏡観察を行った。 
(5)MRI 測定：0.2T（テスラ）永久磁石を用い
た小型 MRI（エム・アール・テクノロジー製）
を用いて、試料の内部構造の測定を行った。
測定は３Dスピンエコー法（エコー時間 7ms）
により行った。 
 
４．研究成果 
(1)ジャガイモ、サツマイモ、ダイコン、ヤ
ーコンいずれにおいても、生の試料では制限
拡散が認められ、細胞中の水が膜に囲まれた
小さなコンパートメントに存在することが
分かった。制限拡散の大きさは試料により異
なっており、澱粉を含み水分含量も他の二つ
と比べて低いジャガイモ、サツマイモでは、
より大きな制限拡散現象が認められた。これ
らの試料では、顕微鏡観察により細胞内に多
くの澱粉粒が蓄積されていることがわかる。
この澱粉粒が水分子の拡散の障害となるこ
とが、比較的大きな制限拡散を示す原因と考
えられた。加熱をした試料では、60℃を超え
ると制限拡散は徐々に自由拡散に近づき、
70℃以上では制限拡散を少し残した状態で
ほとんど変化がなくなった。細胞膜の破壊は、
60℃まではあまり生じず、70℃を超えると破
壊が生じて細胞内の水が外部に溶出するこ
とがわかった。 
ジャガイモでは 60℃処理において生より大
きな制限拡散が認められた。 
 試料の硬さは 60℃では生に比べ同じか若
干固くなるが、それ以上の温度では温度が高
くなるにつれて徐々に硬度を下げていった。



制限拡散では 70℃以上ではあまり変化が認
められなかったが、硬さは温度とともに低下
していくことから、細胞膜は 70℃を超えると
損傷しているが、硬さの低下はさらに細胞壁
の軟化が大きく作用していることが分かっ
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 加熱による細胞内の水の拡散係数の変
化： ジャガイモ 
 
(2)凍結後はすべての試料で自由拡散に非常
に近くなり、凍結による細胞破壊は加熱によ
るものより激しく生じていることが分かっ
た。凍結後の硬さは、生、加熱いずれも大き
く低下して軟化が激しく生じていたが、生と
加熱試料では、あまり大きな硬さの変化はな
く、加熱処理したものは凍結後も生より硬さ
を保っている傾向を示した。これは、加熱処
理により細胞間の水移動が容易になるとと
もに細胞壁の軟化が生じて、凍結時の氷晶生
成による細胞及び組織構造へのダメージが
少なるためと考えられた。顕微鏡観察では、
生の組織は凍結解凍後に細胞が変形すると
ともに組織中に大きな間隙が生じ、組織破壊
が進んでいることが確認された。 
凍結前のブランチングは、酵素失活だけで
なく硬さの維持にも効果があることが分か
った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2 加熱、凍結によるジャガイモの硬さの
変化 ラップあり：ラップにくるんで加熱 
 
(3)澱粉を含むジャガイモ、サツマイモと含
まないダイコン、ヤーコンを比べると、制限
拡散に違いが認められた。生の試料ではジャ
ガイモ、サツマイモはかなり大きな制限拡散
を示したのに対し、ダイコン、ヤーコンでは
あまり大きな制限拡散を示さなかった。これ
は澱粉を含む組織では澱粉粒が水の移動の

妨げとなるため、制限拡散効果が大きく出た
ものと考えられた。また、制限拡散は水の真
の拡散係数と細胞の大きさに依存して減衰
パターンが変化すると考えられるが、今回使
用した試料では細胞の大きさは平均すると
それほど極端に異なるものでなく、あまり大
きな影響を与えているとは考えられなかっ
た。 
 今回設定した拡散測定の条件では、拡散時
間が 50ms から 1000ms とした。拡散時間 50ms
における拡散係数は1.8から1.0 x 10－9㎝ 2/s
程度であり、拡散時間 1000ms での移動距離
は、50μm 程度である。試料の細胞の大きさ
は 10 から 50μm 程度であるので、この拡散
時間の間で細胞 1個から 2個分の距離を水が
移動し、その間、細胞膜や障害物の影響を受
けて拡散係数が下称していくことになる。よ
り長い距離の移動を計測すれば、影響をもっ
と詳細に検討することが可能と思われるが、
これ以上拡散時間を延長するとシグナルが
極端に小さくなり、ノイズに埋もれて正確な
計測ができなくなるので、このような試料の
測定には、本研究で検討した条件が標準的な
条件になるものと考えられる。 
 凍結による細胞破壊は、細胞膜の破壊と同
時に細胞組織の破壊が生じ、組織内に空洞が
できることが多く、今回の実験でも顕微鏡観
察でそのような空洞が観察された。この空洞
は細胞の大きさに比べかなり大きなものが
できるため、そのような水では、本測定条件
ではほとんど制限拡散が認められなくなる。
ダイコンやヤーコンでは凍結後ほとんど制
限拡散が認められなくなったが、顕微鏡観察
でもこのような状況が観察され、それが反映
していると考えられた。一方、ジャガイモや
サツマイモでは凍結後も生に比べると小さ
いものの制限拡散が認められ、組織自体の強
さに加えて、澱粉粒による障害物効果が影響
していると考えられた。 
 加熱のみよる制限拡散の変化は凍結に比
べると小さく、かなり自由拡散に近づくもの
の、制限拡散を若干残していた。しかし、ダ
イコンでは 70℃以上ではほとんど制限拡散
がなくなり、細胞破壊が進んでいることが示
された。ジャガイモなどでは、60℃加熱によ
る組織の硬化が認められ、そこでは制限拡散
も大きくなっていることが明らかとなった。
これは細胞壁が強固になるためと考えられ
ているが、Ca添加によりさらに増強され、そ
の効果は制限拡散測定でも認められた。水の
バリアとしては細胞膜が第 1に考えられ、加
熱による細胞膜の破壊が細胞内液の外部へ
の流出となり、それを制限拡散の変化として
とらえることができたが、これだけでなく、
通常水のバリアとしてあまり考えなくても
よい細胞の変化も、制限拡散でとらえられる
ことが示唆され今後の検討が必要と思われ
た。 
 
(4)凍結温度と過冷却凍結の効果：凍結法改



良の試み 
 凍結法の改良について、組織中の氷晶生成
のコントロールが必要である。その方法とし
て、過冷却を利用した凍結の検討を行った。 
図 3、4 は細い熱電対を試料にさして冷凍中
の試料の温度変化を見たものである。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3 －30℃の冷凍庫で貯蔵したジャガイモ
の凍結曲線 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4 －6℃より急速に冷却したときのジャ
ガイモの凍結曲線 
 
冷凍庫での凍結は 0℃を下まわったところで
生じ始め、完了するまでに長い時間を要する
が、試料に過冷却を生じさせてそれを解消さ
せると同時に一気に温度を下げて凍結させ
ると、短時間で凍結させることができる。ジ
ャガイモでは⁻6℃前後に凍結点があり、ここ
から一気に温度を下げることにより、⁻30℃
冷凍庫で 60 分以上かかっていた凍結時間を
30 分以下に短縮することができた。この方法
により凍結させた試料は、冷凍庫で凍結させ
た試料に比べ、硬さを保つことができた。 
 この時の細胞破壊の様子を制限拡散で見
ると、生ほどではないが通常の冷凍に比べ制
限拡散が大きい状態を保っており、細胞破壊
が進んでいないと考えられた。 
切り出した小さな組織だけでなく、ジャガ
イモ丸ごと1個の凍結を試みたところ硬さが
かなり保たれており、過冷却凍結の効果が確
認できた。ジャガイモ全体の組織構造を調べ
るために、小型 MRI を用いて、生と凍結試料
の画像を比較すると、生の試料ではジャガイ
モの内部組織がはっきりと確認できるとこ
ろ、通常の凍結試料ではそのような内部構造
がなく均一の画像となり、組織破壊により細

胞や組織の違いが不明確になっていること
が分かった。過冷却凍結の試料では、生に比
べると組織構造が不明瞭になっているが、少
し構造が見えるところもあり、細胞破壊が抑
えられていることが推察された。 
 MRI では小さな切片ではなく組織全体にお
ける構造変化を見ることが可能であり、評価
法として有用な方法であると考えられた。し
かし、今回使用できた MRI は磁場が 0.2T と
低い装置であった。組織変化による画像コン
トラストは磁場が高いもので大きくなるた
め、より高い磁場の装置を用いた研究が望ま
れる。 
 また、今回ジャガイモ、サツマイモでは過
冷却凍結の効果が大きく認められたが、ダイ
コンやヤーコンでは効果は認められたもの
の、ジャガイモやサツマイモほど顕著でなか
った。凍結法や凍結条件のさらなる検討が必
要であった。 
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