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研究成果の概要（和文）：葉肉細胞の浸透圧応答の観察によって、細胞膜の力学的および水輸送物性に、プロト
プラスト単離条件そのものが与える影響を明らかにすると共に、単離操作がもたらす効果が貯蔵条件によって異
なることをも活用した鮮度評価を提案した。また、従来の破壊的測定法で課題となっていたH2O2濃度測定の不確
実性を克服すると共に、当該手法によって取得可能となったH2O2濃度をハイパースペクトル画像から非破壊的に
推定する計測手法を開発した。

研究成果の概要（英文）：Microscopic observations of the osmotic response of spinach mesophyll cells 
clarified the effect of the protoplast isolation protocol themselves on the mechanical and water 
transport properties of the cell membrane, proposing a freshness evaluation method that also 
utilizes the fact that the effect of the isolation protocol depends on the storage conditions. In 
addition, we overcome the uncertainty of H2O2 concentration measurement that has been a problem with
 conventional destructive measurement and developed a nondestructive measurement method for 
estimating H2O2 concentration from hyperspectral images.

研究分野：ポストハーベスト工学

キーワード： 過酸化水素　ハイパースペクトル画像　酸化ストレスマーカー　膜破断時張力

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
プロトプラスト単離操作の影響を踏まえた上での膜物性評価法が確立された。また、酸化ストレスマーカーの空
間分布とその時間変化のモニタリング技術が開発された。当該技術は、フードサプライチェーンの過程におい
て、生産者の栽培管理能力や流通業者の品質管理能力の評価、あるいは日持ち性の高い品種選抜などに応用可能
であり、産物の高品質化や収穫後のロスと廃棄の低減にも寄与することが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
「健康志向」は、食の志向で最も強く要望されており、購買動機でも、価格以上に鮮度が重要

視されている。しかしながら、鮮度劣化は、栄養成分の消耗や水分損失の結果の高次の症状とし
て観察・議論されてきたに過ぎず、鮮度には、それがグローバルな概念であるにも関わらず、科
学的な定義が確立されていない。鮮度を科学的に理解し、客観的で計測可能な数値指標として取
り扱えるようにするには、鮮度劣化が顕在化する前の低次の症状を捉える必要があると考えら
れる。初発的な症状の一つとして、細胞膜の機能劣化が有力な候補に挙がる。細胞膜の機能が劣
化すれば、細胞内コンパートメントの維持や老廃物の除去などが滞り、内容成分や水分の損耗が
連鎖的かつ加速度的に進行すると予想されるからである。しかし、鮮度劣化の程度と細胞膜の力
学的特性や水輸送特性などの膜物性との関係や、鮮度低下に関わる酸化ストレスマーカーの非
破壊計測手法などに未解明の課題が多かった。 
 
２．研究の目的 

本研究では、収穫後における葉菜類の鮮度低下と細胞膜機能劣化との関係を明らかにする上
で、当該計測に必要なプロトプラストの単離操作そのものが細胞膜物性に与える影響に着目し、
貯蔵中における細胞膜の力学的特性および水輸送特性の変化要因をプロトプラスト単離条件と
貯蔵環境条件との観点から検証することを目的とした。また、収穫後における葉菜類の鮮度低下
に関わる酸化ストレスマーカーの一つである過酸化水素(H2O2)について、キシレノールオレンジ
を用いた従来の比色法を改良した新手法を提案すると共に、当該破壊法で得られるデータを教
師値とする機械学習により、非破壊的に得られる近赤外ハイパースペクトル画像から葉内にお
ける H2O2 の濃度や空間分布を推定する技術の開発を目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）材料および貯蔵条件 

供試材料には、人工環境下で水耕栽培し、商業サイズ（1 株当たり約 50 g）で収穫したホウレ
ンソウ葉（Spinacia oleracea L., cv. ‘オーライ’）を用いた。2 週間の育苗および 6 週間の定植時に
おける栽培条件を表 1 に示した。 

表 1 ホウレンソウの栽培条件 

 育苗 定植 
気温 (明期 / 暗期) [°C] 22.3 ± 1.6 / 18.6 ± 0.5 19.9 ± 0.9 / 19.2 ± 0.6 

湿度 (明期 / 暗期) [%RH] 22.4 ± 4.4 / 30.0 ± 4.6 30.3 ± 7.2 / 27.9 ± 6.1 
明暗周期 [h/h] 11/13 

PPFD [μmol m−2 s−1] 68.6 ± 30.1 199.1 ±13.8 

養液 蒸留水 大塚ハウス肥料 A 処方（EC = 1.85 
± 0.05 mS cm−1; pH = 6.0 ± 0.5） 

   
20 °C 設定のインキュベータ内に設置した計測チャンバー内に収穫したホウレンソウ株を静置し、
暗黒条件下で最大 4 日間貯蔵した。予め設定した酸素濃度（O2: 20 %, 5 %; N2: balance）のガスを
チャンバー内に毎分 32 mL で加湿しながら通気させることで、青果物周囲のガス濃度と湿度を
一定に制御した。収穫直後または所定の貯蔵期間終了後の試料を実験に供試した。 
（2）実験方法 
プロトプラストの単離には、Shatil-Cohen ら（2014）と Danon（2014）の方法を改変した手法

を用いた。第 3 または 4 葉の中肋を避けた葉身部から作製した直径φ = 20.5 mm の切片を、CPW
溶液を溶媒として、0.5 mol L−1 のマンニトール、1.0 %（w/v）のセルラーゼオノズカ RS、0.1 %
（w/v）のペクトリアーゼ Y-23、5.0 mmol L−1 の MES（2-モルホリノエタンスルホン酸）で構成
される酵素液に浸漬し、酵素処理時間を 1 時間および 3 時間、遠心強度を 50 g および 100 g と
した条件でプロトプラストを単離した。精製後のプロトプラストを 0.1–0.6 mol L−1 のマンニトー
ル溶液に曝し、0.08 %(w/v)エバンスブルー染色下で生細胞数を直径 10 µm ごとに計数した。0.5 
mol L−1 のマンニトール溶液内における生存数に対する相対生存率を正規累積分布関数で回帰し
て、プロトプラストの半数が膨張破裂して死滅する際の浸透圧（平均破壊浸透圧）を求め、これ
とプロトプラスト半径の逆数との関係を Young-Laplace の式で直線回帰することにより算出さ
れる膜破断時張力 γ の多寡で低浸透圧耐性を評価した。さらに、Kuroki ら（2022）の方法によ
り、浸透脱水過程におけるプロトプラストの体積応答を観察することによって細胞膜水伝導係
数 Lp を測定した。 

H2O2 の測定は、過酸化水素アッセイキット(national diagnostics, CL-204)のプロトコルを改変し
た手法を用いた。5 %（v/v）のトリクロロ酢酸溶液を溶媒として、凍結した葉肉部をバイオマッ
シャーSP を用いて氷上で磨砕して得た抽出液、および当該抽出液をカタラーゼ処理した溶液に、
所定の濃度の H2O2 を添加し、反応試薬と任意の割合で混合して 30 分経過後の 560 nm の吸光度
をマイクロプレートリーダーで計測した。 



近赤外スペクトルカメラ（XIMEA, MQ022HG-IM-SM5X5NIR）を用いて、葉肉切片、および葉
身を対象に、649–942 nm 内の 25 波長の反射率を測定した。画像の前処理および解析には
MATLAB の HYPER-Tools v.3.0 を使用した。中心化した反射率の中央スペクトルを説明変量、画
像取得後に破壊測定により実測した葉内 H2O2 濃度を目的変量として、部分最小二乗回帰（PLSR）
による H2O2 濃度推定モデルを構築した。当該推定モデルを葉身の画像に適用し、H2O2 濃度の葉
内分布を調査した。 
 
４．研究成果 
ホウレンソウ葉肉プロトプラストの低浸透圧耐

性を測定した結果、いずれの単離条件においても、
収穫後日数の経過に伴い細胞膜の破断時張力が低
下すること、および低酸素濃度貯蔵によりそれが
抑制されることが示された（図 1）。さらに、遠心
強度の増加に伴う細胞膜の破断時張力の低減効果
は、貯蔵酸素濃度が高く、収穫後日数が経過してい
るほど大きかった。これらから、単離時の遠心強度
が同一である場合の膜破断時張力、および単離時
の遠心強度の差に伴う膜破断時張力の差によっ
て、目視では確認できない段階でのホウレンソウ
葉の鮮度低下を客観的に評価できることが示され
た。一方、酸素濃度 20 %で貯蔵された試料では、
酵素処理時間が長く、遠心強度が大きいほど、膜破
断時張力が小さい傾向が認められた。また、貯蔵期
間が短いほど、酵素処理時間の増大による膜破断
時張力の低下が著しく、貯蔵後期では下げ止まる
傾向があった。したがって、酵素処理時間の差によ
って生じる膜破断時張力の差もまた鮮度低下の指
標となり得るものの、長すぎる酵素処理時間は、膜
破断時張力の観測範囲を狭める点に注意が必要な
ことが明らかとなった。他方、細胞膜水伝導係数に
ついては、日数の経過や貯蔵酸素濃度、あるいは遠
心強度の違いによる有意差は認められなかった。
これにより、貯蔵に伴う細胞膜の機能劣化は、細胞
膜水伝導係数の増加よりも先に、細胞膜の破断時
張力の低下という形で生じることが明らかとなっ
た。 
トリクロロ酢酸溶液を溶媒とした試料抽出液に

所定の濃度の H2O2 を添加する、いわゆる標準添加
法、あるいは試料抽出液を含まない溶液で作成し
た検量線から算出された H2O2 濃度には、試料濃度
の増加に伴う比例的な増大が認められなかった。すなわち、従来の手法ではサンプルおよび試料
濃度ごとに、検出感度や H2O2 濃度が 0 µmol L−1 の時の吸光度が変動する欠点があることが明ら
かとなった。他方、本研究で提案した、カタラーゼ処理による H2O2 濃度ブランクの測定と標準
添加法とを組み合わせ、サンプルおよび試料濃度ごとに検量線を作成する方法では、反応溶液内
H2O2 濃度が 0.454 µmol L−1の範囲において、試料濃度の増加に伴う H2O2 濃度の比例的な増大が
観測され、従来法の課題を克服した H2O2 濃度の正確な測定が可能であることが示された。さら
に、検出下限以上の濃度帯においても、試料濃度の増大に伴う検出感度低下による H2O2 濃度の
分解能低下が生じるため、必要とする濃度分解能に応じた試料濃度の設定が望まれることが明
らかとなった。 

当該新手法による良質な教師データの提供が実現したことを受けて構築した PLSR モデルの
精度は、3.23–14.4 µmol gDW−1 の葉内 H2O2 濃度範囲において交差検証 R2

cv = 0.722 であった。推
定モデルを切片、あるいは葉身に適用して H2O2 の葉内濃度分布を可視化したところ、検量線の
濃度範囲内のみならず、その範囲外の値が存在することが明らかとなると共に、中肋付近に高濃
度の H2O2 が蓄積していること、および収穫後の時間経過に伴い、葉肉部の H2O2 濃度が減少して
いくことが明らかとなった（図 2）。 
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図 1 収穫後における膜破断時張力 γと細

胞膜水伝導係数 Lp の推移 
（プロット内の数字は貯蔵日数を、添え
字は貯蔵酸素濃度と遠心強度が同一の試
験区内で収穫後日数間の γに有意差があ

るものを示す） 

 
図 2 葉全体の H2O2 推定値分布 
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