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1章 緒言 

 

世界的人口増加に伴う食料需要の拡大や食文化の多様化により輸入農産物が市場を占める割

合が急速に増加しており（Figure 1.1.），農産物の価格競争が激化している．日本国内では輸入農

産物との差別化を図るため，機能性成分を多く含む機能性農産物の栽培・生産が注目されている．

機能性成分とはアントシアニン，カロテノイド，リコピン，イソフラボン，アスコルビン酸など

の生体物質でガン，骨粗しょう症，心疾患，炎症，ドライアイなどの予防と回復効果があること

で知られる[1-7]．天然成分であるため薬のような副作用もなく，その効能から農学分野だけでな

く医学，薬学分野での応用も検討されている．そこで植物工場に代表される環境制御下での人工

的な食料生産において，季節や環境に左右されず効率的・安定的な機能性農産物の生産に期待が

寄せられている．そのため現在，温度，光，養分などの栽培環境を最適化するだけでなく，紫外

線照射や低温など適度なストレスを与えることで機能性成分を増加させる栽培方法の検討や分

析技術を駆使して機能性農産物を選抜するための技術開発も盛んに行われている[8-11]．本研究

では機能性農産物の生産に向けて新たな栽培方法と品質評価技術として有効と期待できる擬似

的な微小重力環境とテラヘルツ分光法の有用性を明らかにしていく． 

 

 

Figure 1.1. 日本の農産物輸入量の推移[12]．2000 年の輸入量を 100 とする． 

 

およそ数億年前に植物が地上に繁栄して以降，気温，湿度，日射量などは劇的な変化を繰り返

してきたが，重力は不変の環境要因であったため植物は地上の重力に適応するように進化を遂

げてきた[13]．例えば，発芽した植物では根は重力方向に，茎は重力と反対方向に伸長していく．

このように植物は重力を生長のためのシグナルとして利用しているため，微小重力環境のよう

に重力が変化した環境はストレスとなり生長や生体物質に大きな影響を与える．過去の宇宙実

験により微小重力環境下における形態[14-20]，遺伝子発現[21-23]，細胞分裂[24, 25]，生殖能力

[26-30]，光合成量[31, 32]，植物ホルモンの挙動[33, 34]，生体物質量[35-38]などの変化について
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多くの知見が得られている．さらに宇宙では機能性成分が増加することも示されている．リョク

トウの葉に含まれるクロロフィル量が増加した例[39]やアブラナに含まれるグルコシノレート

量が約 75%増加した例が挙げられる[40]．また宇宙で栽培した大豆に含まれるポリフェノール

[41]やイソフラボン[42]が増加することも報告されている．これらの結果は，微小重力環境の宇

宙で農産物を栽培すれば高機能化する可能性を示唆するものである．しかし，設備投資や輸送費

に莫大なコストが必要となるため，宇宙農業の早期実用化は現実的ではない．そこで地上で微小

重力環境を再現し，農産物を栽培すれば機能性農産物の効率的な生産に繋がる可能性が期待で

きる． 

地上で微小重力環境を作り出す方法として長らくクリノスタット（以下 CLと記す）が活用さ

れてきた[43, 44]．CLは植物を 0.2から 10 rpmの低速で回転させることで擬似的に微小重力環境

を作り出す装置である（Figure 1.2.）．宇宙での真の微小重力（通称：無重力）と CLが作り出す

擬似的な微小重力の影響は厳密には異なるが[45-48]，地上で微小重力環境を再現して機能性成

分が増加するかを検討する本研究にお

いて CLは有用な装置と言える．CLは

長らく宇宙実験のシミュレーションの

装置として利用されてきたが，機能性

農産物の生産に有効であるかを検証し

た例は報告されていない．そこで一つ

目のアプローチとして CL を使った新

たな栽培環境下で機能性農産物の生産

可能性を検討していく．CLの原理や構

造については 2 章で詳しく説明する． 

 

また、限られたスペース内で人工照明を使っての食料生産を想定した場合，低品質な個体を極

力減らし高品質な個体を栽培していくことで生産コストを抑え効率的・安定的な機能性農産物

生産に繋がっていく．仮に種子や発芽初期の段階で機能性成分を多く合成する個体を予測でき

れば高機能化するポテンシャルがある良質な個体を選抜し栽培することが可能となる．本研究

では，その指標として種子の主成分であるデンプンに着目した．光合成により生産されるグルコ

ースが結合してできるデンプンは生長のためのエネルギー源となる重要な生体物質である．生

体内に貯蓄されたデンプンは必要に応じて糖に分解され，様々な機能性成分を合成するための

前駆体としての役割を果たす[49, 50]．そのため光合成量が多いほど生長が速く機能性成分を多

く合成する傾向にあることが分かっており[51]，光合成量は農産物の品質を予想するための一つ

の指標とされている[52]．しかし光合成によって生産される代謝産物はあくまでグルコースであ

り複雑な酵素反応を経てはじめてデンプンが合成される[53]．そのためグルコースからデンプン

が作られる合成経路に何らかの抑制因子が働くと，光合成量がデンプン合成量に直結しない場

合もある．さらに農学分野で対象となる植物や農産物には個体差があることも考慮すると光合

 

Figure 1.2. クリノスタットの模式図． 
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成量は間接的な指標に過ぎず，やはりエネルギー源となるデンプンを直接計測する必要がある．

加えて種子や発芽初期は光合成を行うための器官が十分に形成されておらず，子葉に貯蔵され

ているデンプンをエネルギー源としている．そのため光合成量が指標となるのはある程度生長

した植物体であり，初期生育段階の農産物に対しては機能性農産物を選抜するため指標にはな

らない．よって種子や発芽植物のデンプン量を高精度で計測していくことで，良質な個体の選

抜・栽培が可能になり機能性農産物の生産に繋がると期待できる． 

植物中のデンプンを精度よく定量する方法として酵素法が利用されている[54]．酵素法では主

に（1）内因性の糖の除去，（2）酵素を用いたデンプンの分解，（3）生成された糖の定量の 3 段

階の工程が必要となる（Figure 1.3.）．まず，エタノールやメタノールを用いてサンプルに含まれ

る内因性の糖を除去した後に，オーブンで乾燥させる．その後，アミラーゼやグルコシダーゼな

どの酵素でデンプンを加水分解する．最後に，生成された単糖もしくは二糖を既存の分析方法で

定量する．精度が高い酵素法は長らく植物中のデンプン定量法として利用されてきたが，破壊試

験であり煩雑な工程が必要とされる．そのためデンプン量を非破壊で知ることができれば高機

能化が見込まれる個体を選抜できると考えられているが，そもそも非破壊デンプン計測技術が

無いため上記のように間接的な光合成量が指標として使われているのが現状である．  

 

 

Figure 1.3. デンプン定量の従来法[54]． 

 

農産物の非破壊計測法として分光技術が活用されており様々な用途が見出されている．例え

ば，赤外分光法およびラマン分光法では伸縮や変角振動など官能基の振動モード（分子内振動モ

ード）がピークとして観察され[55]，植物・農産物を対象とした物質の同定[56-61], 病理状態の

評価[62, 63]，熟度判定[64]などに利用されている．これらの手法でデンプンの標準品を測定する

と，螺旋構造の形成・消失，水分量，ゲル化や劣化に伴う微細な構造変化が観察できる[65-68]．

デンプンの構造については後の 4章で詳しく説明する．しかし，赤外・ラマン分光法は植物・農

産物中のデンプン計測には適しておらず，トウモロコシ内のデンプンを近赤外分光法で定量し

た研究が報告されているが結果の精度は高くなかった[69]．この要因として 2つのことが挙げら

れる．まず構造がよく似た糖類とデンプンのスペクトルが極めて似ていることが大きな制限と

なっている．赤外分光やラマン分光では分子内振動が観察されるため，グルコース分子を基本骨

格とするグルコース，マルトース，オリゴ糖などのピークはデンプンと同じ位置に現れてくる

[70, 71]．よって，これらの糖類も含む植物サンプルではデンプンと糖類の吸収ピークが同じ位

置に立つため分光データからデンプンの情報を切り出すことが困難となる．また 2 つ目の要因
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は 20 万種類以上とも言われる生体物質の多様性であり[72]，これらの物質の分子内振動モード

が吸収ピークとして現れてくる．そのため赤外やラマン分光法で植物を測定すると，いくつもの

吸収ピークが重なった複雑なスペクトルとなり，やはりデンプンに関する分光情報だけを得る

ことが難しくなる．先行研究でも赤外やラマン分光法で得られる植物のスペクトルが複雑にな

り，吸収ピークの同定が困難になることが指摘されている[73]． 

テラヘルツ（以下 THz と記す）波は，赤外線とミリ波の中間に位置する 100 GHzから 30 THz

の周波数帯にあたる電磁波である．従来，通信技術や天体観測などに利用されてきたが，光源や

検出器が近年急速に発展し，材料科学，医学，生物学，農学などの分野で新たな応用方法が検討

されている[74]．分子内振動モードが観察される赤外やラマン分光法と比較して，波長の長い

THz波では分子間振動モードが観察でき物質の構造がスペクトルに反映される[75, 76]．例えば，

同一物質でも結晶性分子と不定形分子（アモルファス）とを THz 帯で測定した場合，スペクト

ルに大きな違いが見られる．結晶性分子では分子間の水素結合や共有結合などの分子間振動モ

ードがシャープなピークとして現れるのに対して，アモルファスでは結晶構造が崩れているた

めブロードなスペクトルが観察される[77-81]（Figure 1.4.）． 

 

 

Figure 1.4. 結晶性分子とアモルファス分子の THz スペクトルの一例（サンプル：スクロース，

濃度 5%）． 

 

植物内で糖やアミノ酸など水溶性の分子は生体水に溶解している．一度，水に溶けると水溶液

中で分子間結合が切れ単分子となるため結晶構造に由来する吸収ピークは無くなることが分か

っている．そのため赤外やラマン分光とは異なり，多くの生体物質を含む植物サンプルであって

もTHz帯では吸収ピークが少ないブロードなスペクトルになる．例えばセルロース含有量が 90%
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を超える綿花を THzから中赤外の帯域（3.0-

105 THz）で測定すると，セルロールの標準

品に比べてピークが減りスペクトルがブロ

ードになることが観察されている[82]．一方

でデンプンは不溶性の物質であり細胞質内

でデンプン粒として貯蔵されているため顕

微鏡で容易に観察でき（Figure 1.5.），植物内

でも結晶構造を持つことが X 線を使った研

究で測定されている[84-88]．よって THz波

で植物を測定した場合，デンプンのように

結晶構造を持つ生体物質のみがピークを示

し，アモルファス化した他の生体物質のピークは現れない可能性が考えられる．そのため多様な

生体物質を含む植物であっても THz 帯ではスペクトルが複雑にならず，デンプンの情報を切り

出すことができると期待される．以上のように，植物内での生体物質の特性や構造を考えると従

来の赤外やラマン分光法よりも THz 波の方が原理的にデンプン計測に適していると考えられる．

さらに近年，発芽コムギを THz イメージングでモニタリングすると生長に伴い変化が見られ，

また 0.2-2.0 THz の吸光度が増加することが観察された[89]．著者達はこれらの結果から THz 波

を用いることでデンプンの分解過程がモニタリングできると主張している．しかし発芽後の種

子内では多様な生体物質の発現・分解が同時に起きるため，THz帯で見られた変化がデンプン分

解に由来すると結論づけるには先行研究の結果は不十分である．さらに THz 分光法でデンプン

や農産物を測定した研究も極めて少なく，どのようなスペクトルが得られるかさえ未だに定か

ではない．よって将来的に THz 波を用いて農産物内のデンプンの非破壊計測を目指す上で，ま

ずデンプンの標準品や農産物の THz スペクトルを積み上げていくことが必要となる．そこで 2

つ目のアプローチとしてデンプン非破壊計測に向けた基礎研究として THz 分光法を用いること

で農産物内のデンプン計測が可能であるかを検討した． 

 

以上のように本研究では，機能性農産物の生産に効果があると考えられる CL と THz 波の有

用性を検討していく．CLの実験では擬似的な微小重力環境が機能性農産物の栽培に有効である

かを明らかにすることを目的とする．そこで CLで栽培したリョクトウ中の色素量（第 2 章）と

抗酸化物質および抗酸化作用（第 3 章）を計測した．さらに THz 分光法が農産物内のデンプン

量を推定するポテンシャルを有するかを明らかにすることを 2 つ目の目的とする．そこで標準

品のデンプンや糖を測定し分子構造と THz スペクトルの関係を調べた上で（第 4章），実際の農

産物内のデンプンをモニタリング・定量評価した（第 5 章）．各章の冒頭では，簡潔に実験目的

を記す． 

 

 

 

Figure 1.5. 細胞内のデンプン粒[83]． 
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2章 クリノスタットで栽培したリョクトウ中の色素量計測 

 

2-1 実験目的 

色素であるクロロフィル，カロテノイド，アントシアニンは機能性成分と知られている[1-3]．

緑黄色野菜の健康促進効果が高いと言われている理由もこれらの成分を多く含むためである．

微小重力環境下において色素を測定した研究は過去に幾例か報告されている．2 rpmで回転する

CLでイネを栽培した研究では，通常の重力環境下と比較して茎に含まれるクロロフィル濃度が

増加した[4]．一方で 1.5 rpmの CLでトマトを栽培した場合，葉に含まれるクロロフィル濃度は

減少している[5]．このように微小重力の実験では同じ測定対象であっても植物種や実験装置の

違いにより異なる結果が得られる場合がある[6, 7]．カロテノイドについては，CLで栽培したト

マトで減少する結果が得られている[5]．また宇宙で栽培したコムギやルッコラでもカロテノイ

ド量が減少したことから[8, 9]，微小重力はカロテノイドに負の影響を与える可能性が示唆され

ている．さらに宇宙でリョクトウを栽培するとクロロフィル量が増加するが[10]，これまでに CL

で栽培したリョクトウ中の色素量を計測した例は報告されていない．そのため CLによる擬似的

な微小重力環境下で宇宙実験と同様にリョクトウ中のクロロフィル量が増加するか明らかでは

ない．さらに我々の知る限りアントシアニンを測定対象とした微小重力の研究も報告されてい

ない． 

CL は植物ホルモンのエチレン生成を促進することが分かっている[11-13]．エチレンはクロロ

フィル，カロテノイド，アントシアニンの蓄積に影響を与えるため[14-17]，CLで起きる色素量

変化に関与する可能性が予想できる．本章では，CLを活用することで植物中の色素量が増加す

るかを明らかにすることを目的とする．そこで CLで栽培したリョクトウに含まれるクロロフィ

ル，カロテノイド，アントシアニン量を計測した．さらに，CLで起きる色素量変化の要因を明

らかにするため，阻害剤を用いて内因性エチレンとの関係性を検証した． 

 

2-2 実験装置および方法 

2-2-1 実験試料  

リョクトウの種子や発芽したモヤシは，主にアジアを中心に食料や飼料とされている．近年の

研究からリョクトウはフラボノイド，イソフラボン，カロテノイド，アントシアニンなどの機能

性成分を豊富に含むことが分かり[18-22]，また細胞やラットを用いた病理学，医学の研究でも抗

酸化作用や抗ガン作用があることが報告されている[23, 24]．さらに他の植物種と比較して生長

速度が極めて速く栽培が容易であるため，植物実験のサンプルとしても頻繁に用いられている

[25]． 

実験に用いたリョクトウ種子と含有成分の割合を Figure 2.1.に示す．種子では炭化水素とタン

パク質が主成分であり，それぞれ乾物重量の約 60%と 25%を占める[26-28]．デンプンは最も含

有量の高い炭化水素で種子の成熟と共に合成・蓄積が進んでいき[29, 30]，成熟した種子では 30-

50%を占める[31, 32]．デンプン合成過程では，まず ADP-グルコースピロホスホリラーゼやデン
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プン合成酵素によりグルコースが α（1-4）で結合した直鎖のグルカンに変わる．さらにデンプン

枝作り酵素がグルカンを α（1-6）で結ぶことで枝分かれ構造を持つデンプンが合成される[33]．

種子に蓄えられたデンプンは発芽後，α-アミラーゼの作用によって多糖類のオリゴ糖に分解され

る．生成されたオリゴ糖はβ-アミラーゼの働きによって二糖のマルトースに分解され，さらに

α-グルコシダーゼの働きによって単糖のグルコースまで分解される[34]．またリョクトウを含

む豆科植物では，スクロースを中間体とする別のデンプン分解経路を持つことも発見されてい

る[34, 35]．発芽初期の植物体では葉緑体を含む葉が形成されていないため，光合成によりエネ

ルギーを生産することができない．そのためデンプンから分解された糖類が生長や物質合成の

ためのエネルギーとして重要な役割を果たすことが分かっている．種子内のデンプンや糖の挙

動は顕微鏡観察[36, 37]やクロマトグラフィー[38-40]を使って分析が進められてきた． 

 

 

Figure 2.1. (a)：実験に用いたリョクトウ種子（スケール：1 cm），(b)：含有成分の割合[27]． 

 

 

Figure 2.2. (a)：正常な種子，(b)：皮が剥がれた種子，(c)：付着物がある種子．本実験では(a), (c)

の種子を使用した． 

 

発芽するとタンパク質も酵素によって分子量の小さなアミノ酸に分解され生長のために消費

されていく．ペプチダーゼはアミノ酸同士を繋ぐペプチド結合を特異的に切断するタンパク質

分解酵素である．発芽後 3-4 日でペプチダーゼの活性が最大となり，6 日目までに種子に蓄えら

れたタンパク質の大部分が分解される[41]．リョクトウ中のタンパク質は主にグロブリンとアル

61%26%

6%

4%3%

炭水化物

タンパク質

食物繊維

種皮

その他

(a) (b)
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ブミンで，それぞれタンパク質総量の 60%と 25%を占める成分である[42]． 

本実験では中原採種場から購入したリョクトウを実験試料として用いた（商品名：グリーンマ

ッペ）．実験前に種子を選定し皮が剥がれた種子や砕けている種子を除去した．白い付着物があ

る種子も見られたが，これは種子を莢から取り出す際に莢内側の繊維が付着したためで発芽や

生長に影響を与えないため実験に使用した（Figure 2.2.）． 

 

2-2-2 クリノスタットの原理と装置 

[1] クリノスタットの原理 

微小重力が生物に与える影響を解明するために，植物や動物を対象として宇宙実験やパラボ

リックフライトによる実験が行われてきた[43-47]．しかし宇宙実験では 1 回の飛行で数十億円

以上と言われる莫大なコストや事故の危険性が問題視されてきた．また，パラボリックフライト

では微小重力が継続する時間は数十秒から 1 分程度で，植物の生長を評価するには十分な時間

ではない．そこで実験対象を低速で回転させることで擬似的に微小重力環境を再現できる CLの

活用が提案された．CLの歴史は古く，回転する水車に付着した植物が重力の影響を受けないこ

とをイギリス人の T. A. Knight が発見したことが起源である．その後，装置の開発やその効果を

検証する研究が盛んに進められ[48-58]，現在では用途に応じて様々な CLが活用されている．水

平と垂直両方向に試料を回転させ重力を 3 次元的に打ち消す 2 軸回転の 3-D CL や[59]，顕微鏡

や光電子増倍管を搭載して対象物を継時的に観察できる CLなどが開発されている[60]．しかし，

CLによる擬似的な微小重力環境と真の微小重力環境が与える影響は厳密には異なることも分か

っている[61, 62]．よって CLによる結果はあくまでシミュレーションであり，微小重力が生物に

与える影響を解明するには真の微小重力環境での検証が不可欠であるとも言われている[60, 61]． 

 

 

Figure 2.3. 重力応答の時間スケール．重力変化後，アミロプラストが細胞底面に沈殿するまでに

数十秒程度を要する．さらに重力変化から 10 分程で細胞外から細胞内にカルシウムイオンが流

入する[63-65]． 

 

植物の重力応答の模式図を Figure 2.3.に示す．植物は根幹のコルメラ細胞にあるアミロプラス

トと呼ばれる細胞小器官を介して重力方向を感知している．細胞質よりも密度が高いアミロプ
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ラストは細胞内で重力方向に沈降して，底面の細胞膜に接触するとカルシウムチャネルが開き

細胞外から細胞内へカルシウムイオンが流入する．植物はカルシウムイオンの流入をシグナル

として重力方向を感知しており，アミロプラストを持たない変異体やレーザー照射により人工

的にアミロプラストを消失された植物では重力応答を示さないことが観察されている[66, 67]． 

 

 

Figure 2.4. アミロプラスト分布の模式図[68]．(a)：1-g，(b)：CL． 

 

CLで回転させた場合，重力応答よりも短い時間で連続的に重力方向が変化するため，アミロ

プラストは沈殿せず細胞内を浮遊したような状態となる（Figure 2.4.）．その結果，カルシウムイ

オンの移動がなくなり，植物が重力方向を感知できなくなる．以下では CLの回転によりアミロ

プラストが細胞内を浮遊することを理論的に示す． 

アミロプラストの動きは小さな粒子が流体中を沈降する際の挙動を説明したストークスの式

で説明できる[69]． 

 

𝐹 =  6𝜋𝜂𝑟𝑣                                 (2.1) 

 

ここで，𝐹：抵抗値，𝜂：細胞質の粘性度，𝑟：アミロプラストの半径，𝑣：沈殿速度を表す．抵抗

値𝐹は落下する力と等しくなるため，式（2.1）は粒子の重量𝑚と重力加速度𝑔（=980 cm/sec2）を

用いて 

 

𝑚𝑔 =  6𝜋𝜂𝑟𝑣                              (2.2) 

 

と書き換えられる．さらに質量𝑚はアミロプラストの密度𝜌𝑠と細胞質の密度𝜌𝑓を用いて 

 

𝑚 =  
4𝜋𝑟3

3
(𝜌𝑠 − 𝜌𝑓)                            (2.3) 

 

と変形でき，式（2.2），（2.3）より 

 



15 

 

𝑣 =  
2𝑔𝑟2(𝜌𝑠−𝜌𝑓)

9𝜂
 [cm/sec]                           (2.4) 

で表すことができる．𝜔 rpmで回転する CLで植物を栽培すると，以下の Figure 2.5.に示すよう

にアミロプラストは回転しながら細胞質内を移動する．1 回転する間，アミロプラストの移動距

離 Sは S1，S2，S3，S4の和となる．  

 

 

Figure 2.5. CLの回転によるアミロプラストの軌跡．黒丸：アミロプラスト，青線：移動の軌跡． 

 

ここで 

 

𝑆 =
60𝑣

𝜔
                                    (2.5) 

 

となり，また𝑣はストークスの式で示した沈降速度であるため 

 

S =  
40𝑔𝑟2(𝜌𝑠−𝜌𝑓)

3𝜂
 [cm]                             (2.6) 

 

と変形でき，細胞質の粘性度と密度，アミロプラストの半径と密度が既知であれば移動距離 Sが

求まる．式（2.6）をアミロプラストが移動しながら描く円の半径𝑅に書き換えることができる． 
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𝑅 =
20𝑔𝑟3(𝜌𝑠−𝜌𝑓)

3𝜋𝜂𝜔
 [cm]                            (2.7) 

 

文献値を用いて[69, 70]，式（2.7）に細胞質の粘性度𝜂 = 5.0×10-1 - 2.0×10-1 [Pa/s]，細胞質の密

度𝜌𝑓   = 1.0×103 [kg/m3]，アミロプラストの半径𝑟 = 1.0 [μm]，密度𝜌𝑠  = 1.5×103 [kg/m3]，本実験

で設定した CLの回転速度𝜔 = 2 rpmをそれぞれ代入すると 

 

0.26 [μm] ≦ 𝑅 ≦1.04 [μm]                        (2.8) 

 

となり，アミロプラストの移動距離は数十 μmの細胞よりも小さいことが示された．植物の根は

生長と共に細胞分裂を繰り返すため重力を感知する根端のコルメラ細胞も新しくできた細胞に

次々と入れ替わっていく．従って，通常の重力下で栽培しアミロプラストが沈殿した植物であっ

ても CLで回転させることで，新たに形成される細胞内のアミロプラストは浮遊した状態を保つ

ことになる． 

 

[2] 装置 

      

Figure 2.6. 使用した CLの構造．(a)：モーター，(b)：栽培用チャンバー．  

 

Figure 2.6.に CLの写真を，Figure 2.7.に治具の設計図をそれぞれ示す．装置は ACサーボモー

ター（SGMAH-A5BAA21，安川電機）と円柱のアクリル製容器（Φ 84 mm×深さ 90 mm）を組み

合わせ作製した．ステッピングモーターなどと比較して，サーボモーターは植物の生長に影響を

与える振動が少ないという利点がある．モーターの土台は L 字のカラーアングルを組み合わせ

作製し，モーターの回転速度は発振器（FG-141，NF販売）を用いて制御した．またモーターと

アクリル製容器を接続するため，Φ5 の穴を 6 個と Φ6 の穴を 4 個開けたアルミ製の円柱盤と頭

部を取り除いた M12 のねじとを組み合わせた治具を作製した．アクリル製容器は栽培用チャン
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バーとしてリョクトウを回転させながら栽培した． 

 

 

Figure 2.7. 治具の設計図．(a)：モーターとの接続用のアルミ円柱盤，(b)：栽培用チャンバーとの

接続用のアルミ円柱盤． 

 

Table 2.1. インキュベータ SIW-450S の仕様． 

制御温度範囲 (ºC) 室温+5～80 

精度 (ºC) ±0.1 

外形寸法 (mm) 550×567×760 

内部寸法 (mm) 450×430×450 

材質 ステンレス 

 

CLはインキュベータ（SIW-450S，アズワン）内に設置して温度制御下でリョクトウの栽培を

行った．インキュベータの仕様は Table 2.1.にまとめた．SIW-450S は内寸が大きく，CL を入れ
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るための十分なスペースを持つ．外扉の内側にガラス製の中扉を備えており，室内温度に影響を

与えず植物を観察できる．また内外ともにステンレス素材で，コンタミネーション防止のためエ

タノールでの除菌も可能である．CLのモーターから延びる配線は上部にある排気孔を通して外

部の電源と接続した．また同時に多くのリョクトウを栽培するために，2台の CLをインキュベ

ータに設置した（Figure 2.8.）． 

 

 

Figure 2.8. CL を設置したインキュベータ内部． 

 

2-2-3 培地の作成方法 

支持体には寒天培地を用いた．寒天は

硬さや組成成分を制御しやすく，またロ

ックウールなど他の支持体と比較して水

の蒸発が少ないため，in vitro での植物実

験で最もよく使用されている[71, 72]．し

かし寒天培地はカビや雑菌の繁殖にも適

した環境であり，不適切な手法ではコン

タミネーションが起こり，栽培植物が死

滅することもある（Figure 2.9.）．以下で

は，寒天培地作成のために用いた装置や

方法について説明する． 

 

[1] オートクレープ 

実験に使用する培地は全てオートクレープ（NCC-1701B，アズワン）を用いて滅菌処理を行っ

 

Figure 2.9. カビが発生した培地． 
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た．オートクレープは高温高圧下で水や試薬に混入した雑菌やカビを完全に死滅させることが

できる．ただし使用方法を誤ると極めて危険であるため，以下に注意点を示す[73]．装置内は高

温高圧になるため，タンパク質，ビタミン，血清など熱変性する成分やアセトン，クロロホルム

など揮発性の溶剤は処理できない．同様な理由で，耐熱性の低いプラスチック容器やデッシュは

変形や破損するため使用できない．また容器を密封すると滅菌処理中に溶媒が突沸して破損や

破裂の危険性があるため，アルミホイルやシリコ栓で容器の口を覆う．以上の理由から，本実験

ではガラス製の三角フラスコに培地成分を入れ，シリコ栓で蓋をした．シリコ栓のフィルターは

微細な空隙構造で通気性はあるが雑菌やカビの胞子は通り抜けないため，蓋をした状態であれ

ば滅菌処理後に試料を持ち運びできる．NCC-1701B では温度設定が 115と 121 ºCの 2条件，滅

菌時間を 20-99 分の間で設定できる．「液体滅菌モード」を使用することで滅菌処理後，徐々に

減圧していき液体の突沸を防ぐことができる．装置使用後は，必ず容器内に貯まった水を排水す

る．滅菌処理中に寒天培地が突沸した場合，排水を忘れると冷えてから排水流路に詰まり，次回

の使用時に装置内の圧が過剰に上昇する危険性がある． 

 

[2] クリーンベンチ 

植物，細胞，菌を無菌培養する場合，コンタミネーションを防ぐためクリーンベンチ内で操作

を行う．使用前にアルコール滅菌や備え付けの UV ランプを照射することで内部を無菌状態に

保つことができる．またフィルターでろ過された循環気流を一方向に流すため操作中も無菌状

態を保つことができる．クリーンベンチ内はピペットやデッシュなど必要な装置を置いている

ことが多いが，過剰に物を置くと UV ランプが当たらない場所ができてコンタミネーションの

原因となる．本実験では，ピュアスペーサ（PS-100，アズワン）を装着したクリーンベンチ（TY-

33AD，アズワン）を用いて，栽培チャンバーへの培地の移し変えや播種などの操作を行った．

0.3 μm以上の粒子はピュアスペーサ内のペパフィルタ（PS01-1AD，アズワン）で取り除かれる． 

 

[3] 培地成分 

Table 2.2. 培地として用いた試薬 

試薬 製造元 品番 

寒天 関東化学 01099-96 

スクロース 関東化学 37000-00 

ムラシゲ・スクーグ培地 ナカライテスク M0221-0010 

カルベニシリン二ナトリウム塩 
和光純薬 037-23693 

シグマアルドリッチ C1389-1G 

硝酸銀 和光純薬 190-00834 

実験途中で和光純薬製のカルベニシリン二ナトリウム塩が販売終了となったため，シグマアル

ドリッチ製の製品に変更した． 
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培地には寒天，スクロース，ムラシ

ゲ・スクーグ培地，カルベニシリン二

ナトリウム塩を用いた．寒天は常温の

水にほとんど溶けないが，融点の 80-

90 ºC を超えると溶解し，冷えると硬

化する．ただし強酸性条件下で高温に

すると寒天の加水分解が起こり，冷め

た後も固まらなくなる．pH が低い寒

天培地を作成する場合には，オートク

レープ処理後に pH調整を行う必要が

ある．植物培養では寒天培地に糖，無

機塩類，ビタミンなどを添加すると最

適な条件となるため，本実験でもスク

ロースとムラシゲ・スクーグ培地を加

えた．ムラシゲ・スクーグ培地は生長

に必要な無機塩類で構成された成分

で，1960年代の開発以降，頻繁に用い

られている．Table 2.3.にムラシゲ・ス

クーグ培地の含有成分を示す．抗生物質であるカルベニシリンはカビや微生物の繁殖を抑制す

る効果がある[76]．培地はオートクレープを用いて 121 ºCで 25分間滅菌処理した．ただしカル

ベニシリンは高温下では物性が変わるため，オートクレープ処理後に溶解した培地に添加し均

一になるまで十分に混ぜ合わせた． 

内因性のエチレンが植物に与える影響を評価するために，エチレン阻害剤を用いる方法が利

用されている[77]．エチレン阻害剤には，アミノエトキシビニルグリシン，α-アミノオキソ酢酸，

サリチル酸，エチレンジアミン四酢酸ようにエチレン合成を阻害する物質と硝酸銀，硫酸銀，1-

メチルシクロプロペンようにエチレンに吸収・吸着して活性を阻害する物質に分けられる[78-81]．

今回は硝酸銀を用いて内因性のエチレンが色素に与える影響を評価した．硝酸銀もカルベニシ

リンと同様に，オートクレープ処理後に培地に添加した． 

pH も生長に影響を与える要因で，弱酸性の pH 5.0-6.5 に調整されることが多い．一般的に，

pH 測定にはデジタル式の pH 計を用いることが多いが，オートクレープ処理直後の培地は高温

であるため pH 計の使用温度を超える場合が多い．そのため正確な値を得られないだけでなく装

置が故障する可能性も懸念される．そこで寒天培地の pH 測定ではアナログ式のリトマス試験紙

が用いられることが多く，本実験では 1 M の水酸化カリウムを用いて培地の pH が 5.8-6.1 にな

るように調整した．リトマス試験紙（スタンダード pH 試験紙，品番：1-8508-04，アズワン）は

pH 4.0-7.0の範囲を 0.3 刻みで測定できるものを使用した． 

 

Table 2.3. ムラシゲ・スクーグ培地の含有成分[74, 75] 

成分 分量（mg） 

CoCl2・6H20 0.25 

CuSO4・5H2O 0.25 

FeNa・EDTA 367 

H3BO3 62 

Kl 8.3 

MnSO4・H20 169 

Na2MoO4・2H20 2.5 

ZnSO4・7H20 86 

CaCl2 3320 

KH2PO4 1700 

KNO3 19000 

MgSO4 1805.4 

NH4NO3 16500 

合計 43020.9 
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2-2-4 栽培方法 

培地の組成は寒天 1%, スクロース 1.2%, 1/2強度のムラシゲ・スクーグ培地，カルベニシリン

二ナトリウム塩 250 μg/mL，硝酸銀 1 mM になるように調整した．具体的には，寒天 1.5 g，スク

ロース 1.8 g，ムラシゲ・スクーグ培地 0.3225 g に水 150 mL を加え，オートクレープで処理し

た．その後，0.0375 g のカルベニシリン二ナトリウム塩および阻害実験では 0.0255 g の硝酸銀を

添加した．培地は栽培用チャンバーに移し，硬化するまで常温で半日以上静置した． 

次にクリーンベンチ内でリョクトウの種子を 70%エタノールで 5 分，95%エタノールで 1 分

洗浄した後，蒸留水で 2回洗浄して寒天培地に植えた．栽培チャンバーを CLに接続した後，イ

ンキュベータに入れ 26.0±1.5 ̊ Cで 2-4 日間栽培した．Figure 2.10.に実験系の模式図を示す．コン

トロールは静置状態で栽培した．照明には白色 LED（LDL-74×27SW2，シーシーエス）を用いて

培地表面の光量が 40-60 μmol m-2 s-1，18 時間日長になるように設定した．Table 2.1.に示したよう

にインキュベータの精度は±0.1 ˚Cであるが，LED の点灯・消灯時に±1.5 ˚C のバラつきが出る．  

 

 

Figure 2.10. 実験系の模式図．(a)：コントロール，(b)：クリノスタット． 

 

CLを用いた実験では回転によって生じる遠心力を考慮する必要があり，以下の式で計算でき

る[60]． 

 

a = ω2×r = (2πf)2×r = (
2𝜋

𝑇
)2×r           (2.9) 

 

g = 9.81×a                (2.10) 

 

ここで g：求めたい遠心力 [g]，a：遠心力 [m/s2]，f：回転数 [Hz]，T：1回転に要する時間 [s]，

r：回転体の半径 [m]，ω：回転速度 [rpm]を表す． 

この式に栽培チャンバーの半径 4.2×10-2 m，回転速度 2 rpmを代入すると，植物にかかる最大の
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遠心力は 1.9×10-4 gとなる．この値は植物が感知できる重力の閾値（レンゲ豆：2.0×10-2 g [82]，

シロイヌナズナ：1.5×10-2 g [83]）より十分に小さいことが分かる． 

また 5 日目以降の栽培も試みたが，リョクトウのシュート長が 80 mm を超え重力方向に垂れ

下がり始めた．その結果，CLの回転ごとにリョクトウ同士が接触するようになり明らかな接触

刺激が見られた．接触刺激はエチレン生成を促進して，形態変化を引き起こすことが知られてい

る[84]．よって 5 日目以降のリョクトウを測定しても，その結果が CL の回転に由来するか接触

刺激の影響か区別できないため本実験での栽培期間は接触刺激が起きない 4 日目までとした． 

 

2-2-5 生長の測定方法 

リョクトウを 2-4日間栽培した後，生体重，フ

ック角度，側根数を計測した．エチレンはフック

角度の増加と側根形成を促進するため[85]，フッ

ク角度と側根数はエチレン生成が増加したかを

判断する指標となる．リョクトウの画像をスキ

ャナー（GT-X900, エプソン）で取得し，画像解

析ソフト WinRoof（version 6.1.1, 三谷商事）を用

いてフック角度を測定した．フック角度は先行

研究に従って計測した[86]（Figure 2.11.）．  

 

2-2-6 色素の抽出および測定方法 

クロロフィル，カロテノイド，アントシアンの抽出および計測は，先行研究で示された方法を

用いた．これらの物質は色素であるため可視領域の分光法により定量できる． 

 

 

Figure 2.12. 分光光度計 V670 の光学系[87]． 

 

Figure 2.11. 胚軸先端部のフック．αは

フック角度を示す．（スケール：1 cm）． 
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[1] 分光器 

測定には紫外可視近赤分光光度計（V-670, 日本分光）を用いた．その光学系を Figure 2.12.に，

仕様を Table 2.4.にそれぞれ示す．V-670は回折格子を光学素子とした分散型分光器で紫外から近

赤外領域にあたる 190-2700 nmの分光測定を行うことができる．光源から出た光は回折格子によ

って分けられ，スリットを通しことで単色光が得られる．さらに取り出された単色光を 2 つに分

けるセクタミラーが備わっており，ダブルビームでレファレンスとサンプルを同時に測定でき

る．ダブルビーム測定では一度にサンプルの吸光度が得られるため，測定時間を短縮できる．本

実験では温度や光に敏感で分解されやすい色素が測定物質であったため，迅速な測定が求めら

れる．そこでレファレンスセルに抽出液，サンプルセルに色素を含むサンプルを入れてダブルビ

ームで測定を行った．セルは厚み 10 mmの石英ガラスセルを用いた． 

 

Table 2.4. 分光光度計 V-670 の仕様 

光源 重水素ランプ（190-350 nm），ハロゲンランプ（330-2700nm） 

検出器 光電子倍増管（190-750 nm），PbS光電導セル（750-2700 nm） 

測定範囲 190-2700 nm 

分解能 0.25-5 nm 

 

[2] クロロフィルとカロテノイドの定量 

 

Table 2.5. クロロフィル，カロテノイドの定量に用いた試薬 

試薬 製造元 品番 

アセトン 和光純薬 013-00356 

 

  

Figure 2.13. (a)：クロロフィルとカロテノイドの抽出液，(b)：吸収スペクトルの一例（サンプル：

栽培 4日目のリョクトウの葉，葉 5 枚を 10 mLの 80%アセントで抽出）． 
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クロロフィルとカロテノイドの定量法を検証した研究は多く，アセトン，メタノール，N, N-

ジメチルホルムアミド，ジメチルスルホキシド，クロロホルムなどの溶媒で抽出して，可視領域

の吸光度を既知の式に代入することで算出できる[88-91]．本実験では試薬が安価で毒性も低い

アセトンを用いて抽出を行った．5本のリョクトウから葉のみを切り取り，80%アセトン内で粉

砕して暗下 4 ºC で一晩抽出した．クロロフィルとカロテノイド量は生長に伴い増加するため，

アセトンの量は栽培 2 日のサンプルで 4 mL，3 日で 8 mL，4 日で 10 mLとした．抽出後，分解

能 0.2 nmで 450-750 nmの吸収スペクトルを測定して，以下の式を用いてクロロフィルとカロテ

ノイド量を算出した[89]． 

 

Ca = 12.25A663.2-2.79A646.8                                 (2.11) 

 

Cb = 21.50A646.8-5.10A663.2                                      (2.12) 

 

Cx+c = (1000A470-1.82Ca-85.02Cb)/198                       (2.13) 

 

Ca：クロロフィル a [μg/mL]，Cb：クロロフィル b [μg/mL]，Cx+c：カロテノイド [μg/mL]，Ax： 

波長 xにおける吸光度 

 

[3] アントシアニンの定量 

 

Table 2.6. アントシアニンの定量に用いた試薬 

試薬 製造元 品番 

メタノール 和光純薬 132-06471 

塩酸 和光純薬 080-01066 

クロロホルム 和光純薬 035-02616 

塩化シアニジン-3-O-グルコシド フナコシ MC09473 

 

アントシアニンは溶媒の pH によって色が異なり，酸性条件下では赤～紫色を示す．この性質

を利用して夾雑物の影響が少ない 520-540 nm の吸光度から定量が行われている．メタノール - 

塩酸（100 : 1, v/v）内で生長したリョクトウ 1個体を粉砕して，暗下 4 ºCで一晩置くと赤色の抽

出液が得られる．しかし抽出液には 520-540 nmで吸収を持つクロロフィルも含まれているおり，

前処理で除去する必要がある[92]．そこで抽出液に水とクロロホルムを加えて水相と有機相の二

層に分離した．割合はメタノール - 塩酸 : 水 : クロロホルム = 3 : 2 : 2 とした．アントシアニ

ンは水相に溶けるのに対してクロロフィルは有機相に移動するため，上層の水相を取り出し吸

光度の測定を行った．ただし，この液-液分離を用いてもクロロフィルの残滓が残るため，以下

の式を用いた． 
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A anthocyanin = A530 – 0.25A657                                (2.14) 

 

A anthocyanin：アントシアニンの吸光度，Ax： 波長 xにおける吸光度 

得られた吸光度は，Figure 2.14.(d)に示した検量線を用いてシアニジン-3-O-グルコシド重量に換

算した．本実験のようにクロロフィルを含むサンプルでは上記のような前処理が必要となるが，

植物細胞や成熟した果実のようにクロロフィルを含まないサンプルでは前処理を必要とせず

520-540 nmのピークの最大値をアントシアニンの吸光度として用いることができる[93-96]． 

 

  

 

Figure 2.14. (a)：アントシアンの抽出液，(b)：クロロホルムを用いた液-液分離，(c)：吸収スペク

トルの一例（サンプル：栽培 4日目のリョクトウ，植物体 1本を 10倍量のメタノール-塩酸で抽

出），(d)：シアニジン-3-O-グルコシドを用いた検量線． 

 

2-2-7 測定条件とサンプル数 

生長の評価では，コントロールと CL で n>15 のリョクトウを測定した．吸光度測定は，光に

よって分解されやすいクロロフィルとカロテノイドでは測定回数を 1 回のみとした．ただし吸

収スペクトルに突発的なノイズが影響していないかを確認するために測定は数回繰り返し 1 回

目のデータを測定値として用いた．アントシアニンでは，1サンプルに対して 5回の測定を繰り
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返し最大値と最小値を除去した 3 回の平均値を用いた．測定サンプル数はクロロフィルとカロ

テノイドは n=8，アントシアニンは n=10とした． 

 

2-3 結果および考察 

2-3-1 生長の評価 

生長に伴うリョクトウの生体重とフック角度の変化を Figure 2.15.に示す．4日間の栽培後，コ

ントロールと CLで生体重に変化は見られなかったがフック角度は栽培 4日目に CLで 38%増加

した．さらに栽培 4日目で茎と根の境が明確になり側根も形成したため，シュートと根のそれぞ

れの生体重および側根数を計測した．その結果を Table 2.7.に示す．シュートの生体重に変化は

なかったが，CLでは根の生体重と側根数が有意に増加した．この生体重の増加は側根数が増加

したためと言える．また先述のようにエチレンはフック角度の増加と側根形成を促進する作用

がある[85]．本実験では内因性のエチレン量を直接は測定していないが，フック角度と側根数の

増加は CLでエチレン生成量が増加したことを示唆する結果である． 

 

  

Figure 2.15. (a)：生体重，(b)：フック角度（n>15）．アスタリスクは有意差を示す（p<0.05）． 

 

Table 2.7. 栽培 4 日目のシュート，根の生体重および側根数（n>15） 

Growth condition 

Fresh weight (mg) 

No. lateral roots 
Shoot Root 

Control 263.2±6.0 44.0±1.4 7.3±0.5 

CL 266.9±6.4 56.1±2.3
*
 10.0±0.6

*
 

アスタリスクは有意差を示す（p<0.05） 

 

2-2-2 色素量の測定 

色素量の測定結果を Figure 2.16 に示す．コントロールと CLを比較して，葉から抽出したクロ
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ロフィル a, bおよびカロテノイド量に変化は見られなかった（Figure 2.16. (a)-(c)）．一方で，CL

で栽培したリョクトウでは 4 日目にアントシアニン量が減少した（Figure 2. 16. (d)）．抽出前に

生体重を測定して同量の葉や植物体から色素を抽出したため，生長の変化はアントシアニンの

減少に影響していない．よって CLで見られたアントシアニンの減少は合成量の減少もしくは分

解量の増加に由来すると言える． 

 

 

 

Figure 2.16. 色素量の測定．(a)：クロロフィル a（n=8），(b)：クロロフィル b（n=8），(c)：カロ

テノイド（n=8），(d)：アントシアニン（n=10）．アスタリスクは有意差を示す（p<0.05）． 

 

2-2-3 阻害剤を用いた内因性エチレンの評価 

CL で見られたアントシアニンの減少に内因性のエチレンが関与しているかを検討するため，

硝酸銀を含む培地で栽培したリョクトウ中のアントシアニン量を測定した．その結果をTable 2.8.

に示す．CLでは硝酸銀によりアントシアニン量が増加したが，コントロールでは硝酸銀の添加

前後でアントシアニン量に変化は見られなかった．その結果，硝酸銀を含む培地では CLとコン
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トロールでアントシアニン量が同程度になることが確認された．よって CLで見られたアントシ

アニンの減少に内因性のエチレンが関与していることが示された． 

 

CLを用いた過去の研究から擬似的な微小重力環境下で植物ホルモンが生長に影響を与えるこ

とが明らかにされている[6, 97]．さらに 3-D CL でエンバクを栽培した研究では，内因性のアブ

シシン酸とジャスモン酸がクロロフィルの退色を促進することが確認されている[98]．これらの

結果に加えて，本実験では内因性のエチレンがリョクトウ中のアントシアニン減少に関与して

いることが示された．アントシアニンは，カルコンシンダーゼ，ジヒドロフラボノールレダクタ

ーゼ，ロイコアントシアニジンオキシゲナーゼなどの酵素の働きによってアミノ酸のフェニル

アラニンから生合成される[99, 100]．エチレンは，これらアントシアニン合成酵素の発現に関わ

る遺伝子活性を抑制することが近年の研究で解明された[101]．従って，CLでアントシアニンが

減少した要因は内因性エチレンの増加によってアントシアニンの生合成が抑制されたためと考

えられる． 

 

Table 2.8. 硝酸銀添加前後でのアントシアニン量の変化（n=10） 

Growth condition 
Anthocyanin (μg) 

Agar medium AgNO3 

Control 12.0±0.3 11.9±0.6 

CL 9.4±0.4 * 12.3±0.6 

アスタリスクは有意差を示す（p<0.05） 

 

 

Figure 2.17. 本実験で得られた結果に対する考察．CL によりリョクトウから生成されるエチレン

量が増加したため，側根数やフック角度が増加したと考えられる．またエチレンの作用でアント

シアニン合成酵素の活性が抑制されたため，CLではアントシアニン量が低下したと考えられる

（本実験でエチレン量，酵素活性は未測定）． 

  

一方で，CLでクロロフィルとカロテノイド量に変化は見られず，先行研究と異なる結果とな
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った．この要因として栽培期間が 4 日と短く変化が見られなかった可能性が考えられる．宇宙で

クロロフィルが増加した研究では，リョクトウを 8日間栽培している[10]．別の植物を用いてク

ロロフィルとカロテノイドが減少することを明らかにした研究では，宇宙でコムギを 19 日[8]，

ルッコラを 6日[9]，CLでトマトを約 3ヵ月間栽培している[5]．これらの結果と比較して，本実

験での栽培期間はクロロフィルやカロテノイド量に変化が見られるのに十分ではなかった可能

性が考えられる． 

本実験では CLを用いて色素量の増加させることを目指したが，期待した結果は得られなかっ

た．しかしアントシアンのみが減少した結果は CLの農学分野への新たな応用可能性を示唆する

ものである．アントシアニンを多く含む農産物は渋みが強いことが知られている．例えば，ブロ

ッコリーは低温に曝されると花芽にアントシアニンが蓄積し紫色になる．このようなブロッコ

リーは見た目が悪く，また渋みが強いため商品価値が低下する．本実験で得られたように，CL

を用いることで他の成分に影響を与えずアントシアニンのみを特異的に減少されることが可能

であれば，ブロッコリーのような特定の農産物の品質向上に寄与する可能性が期待できる．今後，

このような農産物を CLで栽培した場合に，アントシアニンおよび他の生体物質にどのような影

響があるかを明らかにすることが求められる． 
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3章 クリノスタットで栽培したリョクトウの抗酸化作用の評価 

 

3-1 実験目的 

2 章で示したように CLでリョクトウを栽培すると一部の色素量に変化は見られたが，リョク

トウの機能性が向上するか低下するかは未だに定かでない．CLで機能性農産物の生産が可能で

あるかを明らかにするには個々の成分分析だけでなく，農産物の機能性を直接評価することが

求められる．その一つとして抗酸化作用が挙げられる．抗酸化物質には病気や老化の原因となる

有害な活性酸素を分解する働きがあり，抗酸化作用が高い農産物を摂取することで病気の予防

やアンチエイジングに繋がる．不対電子を持つフリーラジカルは酸化作用を示す物質で，抗酸化

物質と反応すると不対電子が放出され物性が変化する．2,2-ジフェニル-1-ピクリルヒドラジル

（1,1-diphenyl-2-picryhydrazyl：以下 DPPH と記す）や 2,2-アジノ-ビス（3-エチルベンゾチアゾリ

ン-6-スルホン酸）（2,2-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)：以下 ABST と記す）など

のように不対電子の有無により色が変わる人工的なフリーラジカルは農産物・食品の抗酸化作

用を調べる研究で活用されている[1, 2]．また農産物に含まれる主要な抗酸化物質はカロテノイ

ド，フェノール化合物，ビタミン C（アスコルビン酸）であり[3]，これらの物質量も同時に評価

することで抗酸化作用との関係性を明らかにできると考えられる．さらにリョクトウ種子に含

まれるデンプンは発芽後に様々な生体物質を合成するための材料であり，また過去の宇宙実験

で抗酸化物質の変化に関わっている可能性が示唆されている．例えば大豆に含まれるポリフェ

ノールが増加することを発見した研究では同時にデンプン量の低下も測定されている[4]．また

グルコシノレートが増加したアブラナでもデンプン量の低下が確認されている[5]．つまりデン

プン量やデンプン分解酵素の α-アミラーゼに着目することで，微小重力環境下で見られる抗酸

化作用が変化する要因を解明できると考えられる． 

本章では抗酸化作用に注目して，CLを活用することでリョクトウの抗酸化作用が向上するか

を明らかにしていく．そこでフリーラジカルを用いた抗酸化作用の評価と抗酸化物質の定量を

行った．また子葉の α-アミラーゼ活性とデンプン量も合わせて測定し，抗酸化作用との関係性

を検討した． 

 

3-2 実験装置および方法 

3-2-1 栽培方法 

実験試料および装置は 2章で示したリョクトウ種子と CLを使用した．予備実験でスクロース

やムラシゲ・スクーグ培地などを含まない方が，CLでリョクトウの形態がより顕著に変化する

ことが観察された．よって本章では 0.8%の寒天のみを含む培地（pH : 5.8 - 6.1）でリョクトウを

4 日間栽培した．培地の組成を変更したため，生体重や長さなど生長の評価も再度行った． 

 

3-2-2 長さの解析 

シュートと根の長さを測定するため，スキャナー（GT-X900，EPSON）により 200 dpi でリョ
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クトウの画像を取得した．その後，画像解析ソフトウェア WinROOF（version 6.1.1，三谷商事）

を用いて解析を行った．「計測」→「手動計測」→「ライン長計測」の機能は手動で描いた直線

や曲線の長さを計測できるため，植物のように曲がった対象物の計測に適している．先行研究を

参考にしてシュートの長さは葉を除いた胚軸の長さとした[6]（Figure 3.1.）．データはピクセルで

出力されるため，長さが既知の紙を用いて 1 cmが 78.7 ピクセルであることを確認して長さに換

算した． 

 

 

Figure 3.1. WinROOF「ライン長計測」を用いた解析方法の例．赤線が手動で描いた線を表し，そ

の合計ピクセルを長さに換算した（スケール：1 cm）． 

 

3-2-3 抗酸化物質の定量方法 

[1] 前処理 

 

 

Figure 3.2. 水の状態曲線[8, 9]．凍結乾燥（低温低圧）状態では，氷は水蒸気へと昇華する． 

 

抗酸化物質の抽出効率を高めるため，凍結乾燥処理を行った．凍結乾燥は低温低圧下で試料中
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の凍結した水（氷）を除去する技術である．水分量や乾物重量の計測に用いられる加熱乾燥と比

較して，凍結乾燥は熱変性する試料にも使用できるため生体試料を乾燥する場合に利用されて

いる．一方で，乾燥に時間がかかることや結合水などは除去できないといったデメリットもある

[7]．以下では，凍結乾燥の原理と使用した装置について説明する． 

 

 

Figure 3.3. FDU-1200 の外観．(a)：凍結乾燥機，(b)：装置内部の冷却コイル． 

 

Table 3.1. 凍結乾燥機 FDU-1200の仕様． 

冷却方式 冷却コイル方式 

冷却温度 -45 ˚C以下 

除湿量 1 回で最大 1 L 

冷媒 ハイドロフルオカーボン 

真空計 0.0 - 533.3 Pa 

使用周囲温度範囲 5 - 35 ˚C 

 

Figure 3.2.に水の状態曲線を示す．通常圧下において水は温度上昇と共に固体，液体，気体へ

と状態変化するが，低圧下では液体にならず固体から気体へと昇華する．水の三重点は 0.01 ̊ C，

0.6 KPa であるため，温度と圧力をこれ以下に設定すれば氷は水蒸気へと変化する． 

凍結乾燥機（FDU-1200，東京理化器械）は冷却コイルを用いて装置内部を-45 ̊ C以下の低温，

真空ポンプ（GLD-051，アルバック機工）で 10 Pa以下の低圧に保つことができる．装置の仕様

は Table 3.1.に示す．本体と試料容器を繋ぐユニットは 4 本に枝分かれしたフラスコ用多岐管

（PMH-4A，東京理化器械）を用いた．このユニットは用途に応じて交換でき，バイアル瓶を直

接繋げる多岐管やデッシュを置くことができるドライチャンバーなども使用できる．凍結した

サンプルは付属の凍結乾燥瓶に入れユニットと連結させる．凍結乾燥瓶にキムタオルなどを入

れると外気を遮断でき，試料の融解を防ぐことができる．使用後はサンプルから除去された水が

装置内に残るため，必ずドレインバルブを開き排水する必要がある．水が残った状態で再び使用
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すると，真空ポンプのオイルに水が溶けこみ減圧の妨げや故障の原因となる． 

真空ポンプの排気口にはミストトラップ（OMT-050A，アルバック機工）を接続した．ミスト

トラップは煙状になったオイルの揮発を防ぎモータの熱だけを排気する効果があるため，オイ

ルの消費や装置周辺環境の汚れ防止となる．また，定期的に真空ポンプの掃除やオイル交換が必

要で，異物を吸引しポンプの排気音が大きくなった時やオイルが水を吸い白濁もしくは酸化に

より黒ずんだ時などが目安である．使用済みのオイルは非ハロゲン廃油として処理する． 

栽培後，リョクトウは液体窒素で瞬時に凍結させ，2日以上凍結乾燥した．凍結乾燥した植物

サンプルは-80 ºCであれば数ヵ月間保存できる[7, 10]．そこで凍結乾燥したリョクトウを乳棒と

乳鉢で粉体にしてから-80 ºC のフリーザー（マイバイオ VT-78，日本フリーザー）で保存した． 

 

[2] カロテノイドの定量 

2 章に示したようにカロテノイドは 80%アセトンで抽出して定量を行った[11]．ただし，本実

験では凍結乾燥した粉体をサンプルとした． 

 

＜ 実験手順 ＞ 

(1) 50 mgのリョクトウ粉体に 80%アセトン 8.0 mLを加えて，4 ºCに 48時間置き，カロテノイ

ドを抽出した． 

(2) 3,000 g で 10 分間遠心分離した後，上清液を 0.45 μmのメンブレンフィルタでろ過した． 

(3) 紫外可視近赤分光光度計 V-670を用いて，分解能 0.2 nmで 450-750 nmの吸光スペクトルを

測定した． 

(4) 2 章で示した式 (2.11)-(2.13)に測定値を代入して，カロテノイド量を算出した． 

 

[3] フェノール化合物の定量 

農産物中にはイソフラボン，フラボノイド，アントシアニン，タンニンなど多様なフェノール

化合物が含まれている．液クロなどの分析装置で一つ一つの物質を定量できるが，化合物の種類

が多いため総量を測定することは困難である．そこで，フォーリン-チオカルト試薬を用いた呈

色方法が利用されている．従来，フォーリン-チオカルト試薬はタンパク質分析に利用されてい

たが[12]，研究が進むにつれフェノールなどの分析にも活用できることが明らかになった[13]．

フォーリン-チオカルト試薬の製造では，まずはモリブデン酸ナトリウムとタングステン酸ナト

リウムを水溶液中で加熱した後，塩酸，リン酸，水を添加する．その後，硫酸リチウムを加える

と黄色のフォーリン-チオカルト試薬が得られる．ただし，フェノール定量法として普及した現

在でも，フォーリン-チオカルト試薬の含有成分は未だ明らかになっていない．タングステン-モ

リブデンリン酸がフェノールによって還元されると(PMoW11O40)4-が形成され，黄色の水溶液が

青色に変化すると考えられている[1]．この青色強度からサンプル中のフェノール化合物を定量

できる．以下では用いた試薬と実験手順を示す． 
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Table 3.2. フェノール化合物の定量に用いた試薬． 

試薬 製造元 品番 

アセトン 和光純薬 013-00356 

フォーリン-チオカルト液 シグマアルドリッチ F9252-100ML 

炭酸ナトリウム 和光純薬 197-015 

没食子酸一水和物 和光純薬 077-06092 

 

＜ 実験手順 ＞ [14] 

(1) 100 mg のリョクトウ粉体に 80%アセトン 2.5 mLを加えて，4 ºCに 48時間置き，フェノー

ル化合物を抽出した． 

(2) 抽出液を 0.45 μmのメンブレンフィルタでろ過した． 

(3) 100 μLの抽出液に 2.5 mL の 10 倍希釈フォーリン-チオカルト液を加え，1 分間振とうし，さ

らに 4分間静置した． 

(4) 濃度 60 mg/mLに調整した炭酸ナトリウム 2.5 mLを加えて，常温暗下で 2 時間反応させた． 

(5) 725 nmの吸光度を測定した（得られた吸光度を Asampleとする）． 

(6) サンプルを含まない抽出液を同様にフォーリン-チオカルト液と反応させて，725 nmの吸光

度を測定した（得られた吸光度を Ablankとする）． 

(7) Asampleと Ablankの差を測定値として用いた． 

 

 

Figure 3.4. フォーリン・チオカルト試薬を用いたフェノール化合物の定量方法．(a)：反応前のフ

ォーリン-チオカルト試薬，(b)：反応後の溶液． 

 

フェノール化合物の標準品として没食子酸（gallic acid）が用いられているため[10]，没食子酸

量と吸光度との検量線を作成して（Figure 3.5. (a)），リョクトウ抽出液で得られた吸光度を重量

に換算した． 

 

[3] アスコルビン酸の定量 

植物や食品中のアスコルビン酸の定量には液クロや滴定法が用いられることが多いが，夾雑

物の除去など煩雑な前処理を必要とする．そこで本実験ではモリブデン青法を用いた[15]．この
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方法は酸性条件下でアスコルビン酸によりモリブデンリン酸錯体が還元されると青色を発する

性質を利用したもので，アスコルビン酸の量が多ければ反応液は濃い青色を示す．その強度を測

定することで間接的にアスコルビン酸を定量できる．他の測定法と比較して簡便であるため，植

物や食品だけでなく血液などに含まれるアスコルビン酸の定量にも利用されている．以下に用

いた試薬と実験手順を示す． 

 

 

Figure 3.5. (a)：没食子酸，(b)：アスコルビン酸標準品を用いた検量線． 

 

 

Figure 3.6. モリブデン青法によるアスコルビン酸の定量方法．(a)：リョクトウ抽出液，(b)：反応

後の溶液．夾雑物は溶解せず固形物として沈殿する． 

 

＜ 実験手順 ＞ 

(1) 200 mg のリョクトウ粉末に 0.05 Mシュウ酸-0.2 mM EDTA混合液 7.5 mL を加えて，常温に

12 時間置き，アスコルビン酸を抽出した． 

(2) 3,000 g で 5分間遠心分離した後，抽出液を 0.45 μmのメンブレンフィルタでろ過した． 

(3) 5 mLの抽出液に 0.5 mLのメタりん酸-酢酸混合液，1 mLの 5%硫酸を加えた後，さらに 2 mL

の 5%モリブデン酸アンモニウム水溶液を加えた． 

(4) 常温暗下で 15分間反応させた後，3,000 gで 2分間遠心分離して固形物を沈殿させた． 
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(5) 上清液を 0.45 μmのメンブレンフィルタで再度ろ過し，760 nmの吸光度を測定した（得られ

た吸光度を Asampleとする）． 

(6) サンプルを含まない抽出液を同様に反応させ，760 nmの吸光度を測定した（得られた吸光度

を Ablankとする）． 

(7) Asampleと Ablankの差を測定値として用いた． 

 

Table 3.3. アスコルビン酸の定量に用いた試薬． 

試薬 製造元 品番 

シュウ酸 和光純薬 156-00452 

エチレンジアミン四酢酸（EDTA） 関東化成 E0084 

メタりん酸 和光純薬 135-12755 

酢酸 和光純薬 017-00256 

硫酸 和光純薬 192-04696 

モリブデン酸アンモニウム 和光純薬 018-26661 

アスコルビン酸 和光純薬 014-04801 

 

メタりん酸-酢酸混合液は反応促進剤で，従来 1 時間程度かかっていた呈色反応を数分で終了

させることができる[16]．またキレート剤である EDTAを添加することで，アスコルビン酸を分

解する金属イオンの作用を抑制できる．得られた吸光度はアスコルビン酸標準品を用いた検量

線により重量に換算した（Figure 3.5. (b)）． 

 

3-2-4 抗酸化作用の評価 

DPPHは数少ない安定したラジカルで抗酸化作用の評価によく用いられている．DPPHをエタ

ノールやメタノールなどの有機溶媒に溶解させると，520 nm 付近に吸収ピークを示す紫色の水

溶液となる．抗酸化物質の影響で DPPH から不対電子が分離すると水溶液は黄色に変色するた

め，520 nm付近の吸光度変化からサンプルの抗酸化作用を評価できる． 

ABTS は 1993 年に抗酸化作用の評価に活用できることが発表されて以降[17]，改良が重ねら

れ現在では頻繁に使用されるラジカルとなった[18]．ABTS-二アンモニウム塩にペルオキソ二硫

酸カリウムを加えると，ラジカルを持つ ABST+が発生して濃い青色の水溶液が得られる．抗酸

化物質と反応すると溶液は薄い水色へと変色する．農産物の抗酸化作用を評価する実験では，数

種類のラジカルが活用されることが多いため[2, 19]，本研究でも DPPH と ABTSの 2種類を用い

た．以下，抗酸化作用の評価に用いた試薬と実験手順を示す． 
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Figure 3.7. (a)：不対電子を持つ DPPH（赤丸：不対電子），(b)：不対電子遊離後の DPPH，(c)：吸

収スペクトルの変化． 

 

Table 3.4. 抗酸化作用の測定に用いた試薬． 

試薬 製造元 品番 

DPPH 東京化成 D4313 

ABTS-二アンモニウム塩 和光純薬 018-10311 

ペルオキソ二硫酸カリウム シグマアルドリッチ 216224-5G 

6-ヒドロキシ-2,5,7,8-テトラメチルクロマ

ン-2-カルボン酸（通称：トロロックス） 
東京化成 H0726 
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Figure 3.8. (a)：不対電子を持つ ABTS+（赤丸：不対電子），(b)：不対電子遊離後の ABTS，(c)：

吸収スペクトルの変化． 

 

 

Figure 3.9. (a)：DPPH分解率とトロロックスの検量線，(b)：ABTS分解率とトロロックスの検量

線． 
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＜ DPPH測定の実験手順 ＞ [20] 

(1) 100 mg のリョクトウ粉体に 80%アセトン 2.5 mLを加えて，4 ºCに 48時間置き，抗酸化物

質を抽出した． 

(2) 抽出液を 0.45 μmのメンブレンフィルタでろ過した． 

(3) 抽出液 0.1 mLとエタノールに溶解した 0.1 mM の DPPH 3.9 mLを混ぜ，1分間振とうした． 

(4) さらに常温で 30分間反応させた． 

(5) 517 nmの吸光度を測定した（得られた吸光度を Asampleとする）． 

(6) サンプルを含まない抽出液を同様に反応させ，517 nmの吸光度を測定した（得られた吸光度

を Ablankとする）． 

(7) [1-(Asample/Ablank)]×100 を DPPH 分解率として用いた． 

(8) 得られた分解率は Figure 3.9.(a)に示した検量線を用いてトロロックス重量に換算した． 

 

＜ ABTS測定の実験手順 ＞ [21] 

(1) ABTS-二アンモニウム塩 7 mM とペルオキソ二硫酸カリウム 2.45 mM を含む水溶液を常温

で 60 時間以上置き，ABTS+を発生させる． 

(2) 734 nmの吸光度が 0.7±0.02 になるように反応液を水で希釈した． 

(3) (2)の溶液 3.5 mLに DPPH測定と同様な抽出液を 0.1 mL加え，1分間振とうした． 

(4) 常温でさらに 5 分間反応させた後，734 nmの吸光度を測定した（得られた吸光度を Asampleと

する）． 

(5) サンプルを含まない抽出液を同様に ABTS+と反応させ，734 nm の吸光度を測定した（得ら

れた吸光度を Ablankとする）． 

(6) [1-(Asample/Ablank)]×100 を ABTS分解率として用いた． 

(7) 得られた分解率は Figure 3.10.(b)に示した検量線を用いてトロロックス重量に換算した． 

 

3-2-5 α-アミラーゼ活性の測定 

 植物の抽出液とデンプン標準品を溶かした溶液とを反応させ，デンプン分解量を測定するこ

とで α-アミラーゼ活性を測定できる．反応液にヨウ素液を加えると反応前は青紫色を呈するが，

デンプンが分解されると赤褐色へと変化するため可視領域の吸光度変化からデンプン分解量を

知ることができる．以下では，具体的な実験手順を示す． 

 

＜ アミラーゼ測定の実験手順 ＞ [22] 

(1) リョクトウ 1本から 2 つの子葉を切り取り，予め 4 ºCで保存して 50 mM のリン酸カリウム

バッファー（pH 6.8）を加えて乳鉢ですり潰した． 

(2) 抽出液を 1.5 mLのマイクロチューブに移して，4 ºC ，10,000 g の条件で 10 分間遠心分離し

た． 

(3) 1%デンプン溶液 0.5 mL，0.1 M の酢酸ナトリウムバッファー0.3 mL，超純水 0.1 mLを含む
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溶液を予め 55 ºCで加温しておく． 

(4) (3)の溶液に(2)の抽出液を 0.1 mL加え，55 ºC で 5分間加温した． 

(5) 反応後すぐに 1 M の塩酸 0.5 mLを加え，酵素を失活させ反応を停止させた． 

(6) (5)の反応液 0.2 mL に 1 Mの塩酸 0.1 mL，0.2%のヨウ素液 0.1 mLを加えて，さらに全量が

10 mLになるように水で希釈した後，610 nmの吸光度を測定した（得られた吸光度を Asample

とする）． 

(8) 予め塩酸を加えアミラーゼを失活させた抽出液を(4)-(6)の手順で同様に測定した（得られた

吸光度を Ablankとする）． 

(9) [1-(Asample/Ablank)]×100 をアミラーゼによるデンプン分解率として用いた． 

(10) 得られた分解率は α-アミラーゼ標準品の重量に換算した． 

 

Table 3.5. アミラーゼ活性の測定に用いた試薬． 

試薬 製造元 品番 

りん酸水素二カリウム 和光純薬 160-04292 

りん酸二水素カリウム 和光純薬 165-04242 

酢酸ナトリウム 和光純薬 192-01075 

超純水 和光純薬 214-01301 

塩酸 和光純薬 080-01066 

デンプン（溶性） 関東化学 鹿 1級 

ヨウ素 和光純薬 099-05432 

ヨウ化カリウム 和光純薬 161-03982 

α-アミラーゼ シグマアルドリッチ A3176-500KU 

 

 

Figure 3.10. α-アミラーゼの測定方法．(a)：反応前のデンプン溶液，(b)：反応後の溶液． 

 

3-2-6 デンプンの定量方法 

リョクトウに含まれるデンプンは酵素法で定量した[23]．この方法では α-アミラーゼとアミロ

グルコシダーゼでデンプンを分解して，生成されたグルコースの定量を行う．本実験では，グル



47 

 

コースの定量評価に高速液体クロマトグラフィー（High-performance liquid chromatography：以下

HPLCと記す）を用いた． 

 

[1] HPLCの原理と装置[24-26] 

 

 

Figure 3.11. HPLC の外観． 

 

 

Figure 3.12. 装置の模式図．1：溶離液（移動相），2：サンプル，3：ポンプ，4：カラム，5：UV

検出器，6：示唆屈折率検出器，7：廃液，8：送液ユニット，9：オートサンプラ，10：カラムオ

ーブン，11：システムコントローラ，12：クロマトパック． 
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HPLC はカラムで分離した成分を吸光度検出器や示差屈折検出器などを用いて定量する装置

である．HPLC の最大の特徴は極めて高感度であり，近年の研究ではアトモル（10-18 mol）やゼ

プトモル（10-21 mol）レベルでの定量も行われている．以下では今回のグルコースの測定に使用

した装置だけなく，本研究グループが活用している全ての装置やカラムについても合わせて説

明する． 

 

Table 3.6. HPLC の主な仕様． 

ポンプ 
流速 0.0001 - 10 mL/min 

精度 ±0.5 μL 

UV 検出器 
検出波長 190 - 700 nm 

分解能 1 nm 

オーブン 
カラム温度 4 - 85 ˚C 

分解能 1 ˚C 

装置使用温度 4 - 35 ˚C 

 

(1) 送液ユニット（LC-20AD） 

移動相を流路内に送る送液ユニットは 2 台のポンプが内蔵されたダブルプランジャーポンプ

を用いた．ポンプが 1 台の場合，溶液の吐出と吸引の切り替え時に流路内の圧力が一瞬低下し

て，ベースラインの変動やゴーストピークの要因となる．2台のポンプを用いることで流路内の

圧力を一定に保ち，このようなノイズを低減できる．またポンプを 2 台内蔵しているため，分析

中に移動相の混合比を変えるグラジエント方式での分析も可能である．ポンプ内部はルビーや

サファイヤが用いられており有機溶剤に冒されにくい構造となっている．流路内に溶け込んだ

気泡は大きなノイズとなるため，毎回装置を立ち上げる際に移動相を流して脱気する必要があ

る．そこで測定前に 8.0 mL/min で 3 分間移動相を流した． 

 

(2) オートサンプラ（SIL-20AC） 

オートサンプラは，試料を流路内に注入するシステムであ

る．試料は専用のホウ硅酸ガラス製の試料びんに入れてサンプ

ルラックにセットする．サンプリングニードルが設定量の試料

を吸い上げて注入ポートから流路内に運ばれる． 

SIL-20ACでは装置内を 4 - 40 ˚C の範囲で調整できるため，

常温で分解されやすい試料でも長時間置くことができる．また

サンプルラックには最大で 70 本の試料びんをセットでき，プ

ログラムを作成すれば自動で連続分析することも可能である．

ただし連続分析ではキャリーオーバーが発生しやすくなる．キ

ャリーオーバーとは前回計測した試料がサンプルニードルに残り次のサンプルに混入すること

 

Figure 3.13. 試料びん 
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を言い，波形の乱れや再現性に低下を引き起こす．計測前にニードルを洗浄することでキャリー

オーバーを防ぐことができ，移動相と同じ溶液を洗浄液として用いた．洗浄液は洗浄ポートに貯

められ試料吸引前にニードルが洗浄される．洗浄液が洗浄ポートに運ばれる流路内も脱気する

必要があり，測定前に毎回 25 分間脱気を行った． 

 

(3) 検出器 

検出器は示唆屈折率検出器（別名：RI（Refractive index）検出器）と紫外可視領域の吸光度検

出器を使用している． 

 

(I) RID-20A 

RI 検出器は屈折率が試料の濃度によって変化するのを利用したものである．ベースラインが

変動しやすく，また測定感度は高くないためサンプル量が多く必要になる場合もあるが，糖のよ

うに紫外可視領域で吸収を持たない成分分析で威力発揮する．Figure 3.14.に RI 検出器の光学系

を示す．LED 光源から出た光はレンズ，スリットを通過した後，フローセルを平行光線で通過

する．セルはサンプル側とリファレンス側の 2つの部屋があり，斜めのガラス版で仕切られてい

る．セルを通った光はミラーで反射してフォトダイオードに届く．サンプルが流れ屈折率が変化

するとその屈折率差に比例して，フォトダイオード上で光の像が水平方向に移動するため，その

像の位置に比例した電気信号が検出器に送られる．よって測定時にはサンプルセルとリファレ

ンスセルは使用する移動相で満たしておく必要があり，測定前に毎回 30 分間オートパージを行

い両セルに移動相を流した． 

屈折率は圧力によって大きく影響を受ける．圧力が 10 hPa 変化すると有機溶媒の屈折率が 0.1 

μRIU 変化する．サンプルセルとリファレンスセルで相殺されるのでこの変化がクロマトに直接

影響するわけではないが，悪天候や台風の日など気圧が変わることが予想される日の測定は避

けるべきである．また直風が当たるとベースラインの変動を引き起こすため，装置の設置場所な

ども考慮する必要がある． 

 

 

Figure 3.14. 示唆屈折率検出器の光学系． 
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(II) SPD-20A 

 

Figure 3.15. 吸光度検出器の光学系． 

 

SPD-20Aは紫外可視領域の吸光度測定で対象物質を定量する．光源は重水素ランプで 190 - 700 

nm の範囲で波長を設定できる．Figure 3.15.に吸光度検出器の光学系を示す．2 章の分光器と同

様で HPLC の検出器でも光源から出た光は回折格子により分光され，ハーフミラーを通りリフ

ァレンスセルとサンプルセルに届く．リファレンスセルには空気が含まれており，サンプルセル

には移動相が流れている．それぞれのセルを通過した光はフォトダイオードで測定される．セル

は石英素材で容量 12 μL，厚さ 10 mmである．  

 

(4) カラムとオーブン（CTO-20AC） 

カラムは用途に応じてアミノカラム（Luna 250 mm×4.6 mm，島津ジーエルシー）と C18逆相

カラム（VP-ODS 150 mm×4.6 mm，島津ジーエルシー）を用いた．アミノカラムはシリカゲル基

材にアミノプロピル基を化学結合した固定相で糖類の分離に用いられている．ODS カラムは乾

燥したシリカゲルに無水トルエンを加えた後，シランカップリング剤を滴下して作製される．試

料に含まれる成分は一度カラムに保持された後，溶解度が高いものから順に溶出される．C18カ

ラムは現在最も多用されているカラムで移動相を工夫すれば高分子やイオンを除きほとんどす

べての成分を測定できる． 

カラムを長期間使用すると内部構造の剥離や目詰まりを起こし物質を保持できなくなる．こ

のような状態になったら新品に交換するべきであるが，使用中や使用後の適切な処理によりカ

ラムの劣化を防ぎ長期間使用することが可能となる．劣化の主な要因はカラムにかかる圧力で

あるため測定中でも 20 MPa 以下に保つことが大切である．送液ユニット（LC-20AD）に内部圧

が表示されるため参考となる．使用後は 100%メタノールを 1 mL/minで 30分程度流すとカラム

に吸着した試料成分を除去できる．また有機溶媒を充填することで微生物の発生を防ぎ，カラム

の寿命を延ばす効果もある．カラムの洗浄はアセトニトリルでも可能だがメタノールより 4-5倍

高価であるため，ここではメタノールの使用を推奨する． 

カラムの温度は流速・物質の保持時間に影響を与える要因で測定中は一定に保つ必要があり，
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微細な温度変化でも再現性の低下に繋がる．CTO-20AC は長時間使用しても±0.1 ˚C 以上の温度

変動が起こらないように設計されている． 

 

(5) クロマトパック（C-R8A） 

クロマトパックは測定データを横軸：測定時間，縦軸：電圧値の波形に変えるデータ処理装置

である． 

 

(6) システムコントローラ（SCL-10Avp） 

LC-20AD，SIL-20C，SPD-20A，CTO-20Aの操作を行うコントローラとして使用した． 

 

[2] デンプンの定量 

一般的に糖の分析では示差屈性率検出器とアミノカラムが用いられるため本研究でも同様な

方法を用いた．吸光度検出器でも測定は可能であるが，紫外可視領域で吸収ピークを持つ物質を

修飾する必要があり，時間を要するといったデメリットがある．以下，デンプンの加水分解から

定量までに用いた試薬と実験手順を示す． 

 

Table 3.7. デンプンの定量に用いた試薬． 

試薬 製造元 品番 

無水エタノール 和光純薬 321-00025 

酢酸ナトリウム 和光純薬 192-01075 

アセトニトリル 和光純薬 019-08631 

酢酸 和光純薬 017-00256 

α-アミラーゼ シグマアルドリッチ A3176-500KU 

アミログルコシダーゼ シグマアルドリッチ 10115-1G-F 

グルコース Serva 22700.01 

 

＜ 実験手順 ＞ [23]  

(1) 20 mgのリョクトウの粉体に 60 ºC の 80%エタノールを 5 mL加えて，1分間激しく混ぜ合わ

せる． 

(2) 60 ºCのウォーターバスで 5 分間振とうさせる． 

(3) 3,000 g で 5分間遠心分離後，上清液のみを除去した． 

(4) (1)-(3)のエタノール抽出を合計 4回繰り返し，内因性のグルコースを除去した． 

(5) 残った固形物をオーブンで乾燥させた後，蒸留水を 2 mL加えて 121 ºCに設定したオートク

レープで 30 分間加熱した． 

(6) オートクレープ処理したサンプルを常温まで冷ましたから α-アミラーゼ（≥1 unit）とアミノ
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グルコシダーゼ（≥10 units）を含む酢酸ナトリウムバッファーを 2 mL加え，37 ºCで一晩加

温した． 

(7) 反応液を 0.45 μmのメンブレンフィルタでろ過した後，HPLC で測定した． 

（(1)-(4)：内因性グルコースの除去，(5)-(6)：酵素による加水分解，(7)：HPLC での測定） 

 

移動相にはアセトニトリルと水を 70 : 30 で混合した溶液を用い 1.0 mL/min で流した．カラム

温度は 30 ºCに設定した．クロマトのピーク面積を測定値として，α-アミラーゼ標準品を用いて

作成した検量線から重量に換算した（Figure 3.16.）．分析後，グルコース量を 0.9倍してデンプン

量とした． 

 

 

Figure 3.16. α-グルコースの検量線 

 

3-2-7 測定条件とサンプル数 

本実験の吸光度測定は時間経過に伴って呈色が変化していくため，測定は 1 回のみとした．た

だし突発的なノイズがスペクトルに影響していないことを確認するため，数回測定を繰り返し

吸光度が徐々に変化していく様子を観察した．生長の評価では各栽培条件で n>15，その他の計

測では n=10のサンプルを用いた． 

 

3-3 結果および考察 

3-3-1 生長の評価 

コントロールと CL での生長を比較した結果を Table 3.8.に示す．シュートの生体重に有意な

変化は見られなかったが，CLでは根の生体重が増加し，またシュートと根が伸長した．よって，

CLではリョクトウの生長が促進されることが分かった． 
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Table 3.8. シュートと根の生体重と長さ（n>15）  

Growth condition 
Fresh weight (mg) Length (mm) 

Shoot Root Shoot Root 

Control 288.3±6.3 68.5±2.1 51.7±2.5 63.9±7.3 

CL 289.8±6.0 57.4±2.3
*
 43.3±1.9

*
 43.3±3.1

*
 

アスタリスクは有意差を示す（p<0.05） 

 

3-3-2 抗酸化物質および抗酸化作用の評価 

Table 3.9. 抗酸化物質の定量評価（n=10） 

Growth condition 
Antioxidant compound (mg/g dry weight) 

Carotenoid Phenol Ascorbic acid 

Control 0.29±0.01 5.68±0.25 0.45±0.02 

CL 0.38±0.02
*
 6.49±0.19

*
 0.63±0.05

*
 

アスタリスクは有意差を示す（p<0.05） 

 

Table 3.10. 抗酸化作用の評価（n=10） 

Growth condition 
Antioxidant activity (μM/g dry weight) 

DPPH ABTS 

Control 8.6±0.4 10.8±0.3 

CL 10.3±0.3
*
 11.9±0.3

*
 

アスタリスクは有意差を示す（p<0.05） 

 

抗酸化物質を定量した結果を Table 3.9.に，抗酸化作用の評価した結果を Table 3.10.にそれぞれ

示す．CLで栽培したリョクトウではコントロールと比較して，カロテノイドが 32%，フェノー

ル化合物が 14%，アスコルビン酸が 40%有意に増加することが確認された．カロテノイドにつ

いては 2 章の結果とは異なる傾向となった．これは培地成分の違いや抽出部位が葉と植物体全

体で違うことなどが原因と考えられる．さらに DPPHと ABTSを用いた評価から CLで栽培した

リョクトウでは抗酸化作用が有意に向上することが分かった．これらの結果から CLを活用する

ことで抗酸化作用の高いリョクトウが生産できることが明らかになった． 

 

3-3-3 α-アミラーゼ活性とデンプン量の測定 

子葉の α-アミラーゼ活性とデンプン量を測定した結果を Table 3.11.に示す．CL ではアミラー

ゼ活性が 42%増加し，またデンプン量が 23%減少することが分かった．つまり CLではアミラー

ゼが活性化させ子葉に蓄えられていたデンプン分解が促進されたため，デンプン量が減少した

と言える． 

先述のようにデンプンは生長のためのエネルギー源であるため，宇宙農業を見据えた過去の
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研究でも微小重力環境下におけるデンプンの挙動やデンプン分解に関わる酵素活性を知ること

は重要視とされてきた．宇宙実験から多くの植物でデンプン量が減少し、デンプン分解酵素が活

性化することが確認されている[27]．同様な結果は CL を用いた研究でも確認されており，大豆

の子葉[28]やコショウソウの根[29]でもデンプン量の減少が見られている．今回，リョクトウで

も同様な変化が見られることが新たに分かった． 

 

Table 3.11. デンプン含有量（n=10） 

Growth condition α-amylase activity (mg/g) Starch (mg/cotyledons) 

Control 78.8±5.2 13.6±0.6 

CL 111.5±8.8
*
 10.5±0.6

*
 

アスタリスクは有意差を示す（p<0.05） 

 

本実験で得られた結果は CL にはリョクトウの生長と抗酸化作用を向上させる効果があるこ

とを示すものである．この変化の要因としてデンプンから生成された糖が挙げられる．発芽初期

の植物にとって子葉から輸送される糖は細胞分裂や器官形成に不可欠なエネルギー源であり，

人工的に子葉を取り除くと糖輸送が阻害され生長が著しく抑制される[30]．アミラーゼの活性化

とデンプン量の低下はデンプン分解が促進されたことを意味しており，CLで栽培したリョクト

ウではエネルギーとなる糖が豊富な状態にあることを示唆している．CLでダイズを栽培した過

去の研究では根の生長促進の要因がデンプン分解促進と糖の増加である可能性を示唆している

[6]．同様に本実験でもデンプンから生成された糖の増加がリョクトウのシュートと根の生長を

促進したと考えられる（Figure 3.17.）． 

また糖は CLで見られた抗酸化物質の増加にも関わっていると考えられる．植物内で糖はエネ

ルギー源としての役割だけでなく，遺伝子の発現や生体物質の合成を制御するシグナルとして

も作用する．例えば，内因性・外因性のグルコースやスクロースはカロテノイド合成遺伝子を活

性化させカロテノイドの増加を引き起こす[31, 32]．また内因性のグルコースやスクロースはフ

ェノール化合物の合成も促進することも知られている[33]．さらにアスコルビン酸の生合成はグ

ルコースを起点物質としており[34, 35]，CLで栽培したリョクトウではアスコルビン酸合成の材

料が多い状態にあると言える．現状では抗酸化作用が向上する詳細なメカニズムを説明するこ

とは難しいが，デンプン分解の促進によって生成された糖がカロテノイド，フェノール化合物，

アスコルビン酸の合成を促進したため，CL で抗酸化作用が向上したものと考えられる（Figure 

3.17.）． 

CLは長らく宇宙実験のシミュレーションのための装置として活用されてきたが，本実験で得

られた結果は機能性農産物を生産するための新たな栽培装置となるポテンシャルを示すもので

ある．他のマメ類，穀物，果実などでも発芽後にアミラーゼの働きによってデンプン分解が起き

ることから CLはこれらの農産物の抗酸化作用も向上させる効果があると考えられる．今後，別

の農産物をサンプルとした実験が進められることで，CLの農学分野における有用性が見出され
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ると期待される． 

 

Figure 3.17. 本実験で得られた結果に対する考察．CL で栽培したリョクトウでは α-アミラーゼ

が活性化されデンプン分解が促進されたため，糖が増加したと考えられる．糖は生長のための栄

養分として使われたためシュートや根が伸長した．また糖は抗酸化物質の合成するための活性

因子や前駆体として作用した結果，カロテノイド，フェノール化合物，アスコルビン酸の合成が

促進され，抗酸化作用が向上したと考えられる（本実験で糖は未測定）． 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



56 

 

参考文献 

[1] Huang, D.; Ou, B.; Prior, R. L. The chemistry behind antioxidant capacity assays. J. Agric. Food Chem. 2005, 53 (6), 1841–

1856. 

[2] Cao, X. P.; Chen, Y. F.; Zhang, J. L.; You, M. M.; Wang, K.; Hu, F. L. Mechanisms underlying the wound healing potential of 

propolis based on its in vitro antioxidant activity. Phytomedicine 2017, 34 (December 2016), 76–84. 

[3] Thaipong, K.; Boonprakob, U.; Crosby, K.; Cisneros-Zevallos, L.; Hawkins Byrne, D. Comparison of ABTS, DPPH, FRAP, 

and ORAC assays for estimating antioxidant activity from guava fruit extracts. J. Food Compos. Anal. 2006, 19 (6–7), 669–

675. 

[4] De Micco, V.; Aronne, G. Biometric anatomy of seedlings developed onboard of Foton-M2 in an automatic system supporting 

growth. Acta Astronaut. 2008, 62 (8–9), 505–513. 

[5] Musgrave, M. E.; Kuang, A.; Tuominen, L. K.; Levine, L. H.; Morrow, R. C. Seed storage reserves and glucosinolates in 

Brassica rapa L. grown on the international space station. J. Amer. Soc. Hort. Sci 2005, 130 (1306), 848–856. 

[6] Hilaire, E.; Peterson, B. V.; Guikema, J. A.; Brown, C. S. Clinorotation affects morphology and ethylene production in soybean 

seedlings. Plant Cell Physiol. 1996, 37 (7), 929–934. 

[7] Kim, H. K.; Choi, Y. H.; Verpoorte, R. NMR-based metabolomic analysis of plants. Nat. Protoc. 2010, 5 (3), 536–549. 

[8] 中村洋．分析試料前処理ハンドブック．丸善．2003. 

[9] 中村洋．ちょっと詳しい液クロのコツ，前処理編．丸善．2006. 

[10] Ainsworth, E. A.; Gillespie, K. M. Estimation of total phenolic content and other oxidation substrates in plant tissues using 

Folin-Ciocalteu reagent. Nat. Protoc. 2007, 2 (4), 875–877. 

[11] Lichtenthaler, H. K. Chlorophylls and carotenoids: pigments of photosynthetic biomembranes. Methods Enzymol. 1987, 148 

(C), 350–382. 

[12] Folin, O.; Ciocalteau, V. On tyrosine and tryptophane determinations in proteins. J. Biol. Chem. 1927, 73 (2), 627–648. 

[13] Singleton, V. L.; Orthofer, R.; Lamuela-Raventós, R. M. Analysis of total phenols and other oxidation substrates and 

antioxidants by means of folin-ciocalteu reagent. Methods Enzymol. 1998, 299 (1974), 152–178. 

[14] Erkan, N.; Ayranci, G.; Ayranci, E. Antioxidant activities of rosemary (Rosmarinus Officinalis L.) extract, blackseed (Nigella 

sativa L.) essential oil, carnosic acid, rosmarinic acid and sesamol. Food Chem. 2008, 110 (1), 76–82. 

[15] Bajaj, K. L.; Kaur, G. Spectrophotometric determination of L-ascorbic acid in vegetables and fruits. Analyst 1981, 106 (1258), 

117–120. 

[16] Elnenasy, E. L. S.; Soliman, R. A sensitive colorimetric method for estimation of ascorbic acid. Talanta 1979, 26 (12), 1164–

1166. 

[17] Miller, N. J.; Rice-Evans, C.; Davies, M. J.; Gopinathan, V.; Milner, A. A novel method for measuring antioxidant capacity 

and its application to monitoring the antioxidant status in premature neonates. Clin. Sci. 1993, 84 (4), 407–412. 

[18] Re, R.; Pellegrini, N.; Proteggente, A., Pannala, A., Yang, M., Rice-Evans, C. Antioxidant activity applying an improved ABTS 

radical cation decolorization assay. Free Radical Bio. Med. 1999, 26 (98), 1231–1237. 

[19] Xu, B. J.; Chang, S. K. C. Comparative study on antiproliferation properties and cellular antioxidant activites of commonly 

consumed food legumes against nine human cancer lines. Food Chem. 2012, 134 (3), 1287-1296. 



57 

 

[20] Xu, B. J.; Chang, S. K. C. A comparative study on phenolic profiles and antioxidant activities of legumes as affected by 

extraction solvents. J. Food Sci. 2007, 72 (2), 159-166. 

[21] Bai, Y.; Xu, Y.; Chang, J.; Wang, X.; Zhao, Y.; Yu, Z. Bioactives from stems and leaves of mung beans (Vigna radiata L.). J. 

Funct. Foods 2016, 25, 314–322. 

[22] Tripathi, P.; Leggio, L. L.; Mansfeld, J.; Ulbrich-Hofmann, R.: Kayastha A. M. α-amylase from mung beans (Vigna radiata)–

Correlation of biochemical properties and tertiary structure by homology modelling. Phytochem. 2007, 68 (12), 1623–1631. 

[23] Smith, A. M.; Zeeman, S. C. Quantification of starch in plant tissues. Nat. Protoc. 2006, 1 (3), 1342–1345. 

[24] 中村洋．液クロを上手に使うコツ．丸善．2004. 

[25] 中村洋．ちょっと詳しい液クロのコツ，分離編．丸善．2007. 

[26] 松下至，石井孝昭．これならわかる液体クロマトグラフィー，その仕組みと使い方．化学同人．2011. 

[27] Kuznetsov, O. A; Brown, C. S.; Levine, H. G.; Piastuch, W. C.; Sanwo-Lewandowski, M. M.; Hasenstein, K. H. Composition 

and physical properties of starch in microgravity-grown plants. Adv. Space Res. 2001, 28 (4), 651–658. 

[28] Brown, C. S.; Piastuch, W. C. Starch metabolism in germinating soybean cotyledons is sensitive to clinorotation and 

centrifugation. Plant Cell Environ. 1994, 17 (3), 341–344. 

[29] Hensel, W.; Sievers, A. Effects of prolonged omnilateral gravistimulation on the ultrastructure of statocytes and on the 

graviresponse of roots. Planta, 1980, 150(4), 338–346. 

[30] Wheeler, A. W. Effect of removing cotyledons, apical growing region, or trifoliate leaves on the growth and growth-substance 

content of dwarf French bean (Phaseolus vulgaris). J. Exp. Bot. 1966, 17 (4), 621–626. 

[31] Huff, A. Nutritional control of regreening and degreeing in citrus peel segments. Plant Physiol. 1983, 73 (2), 243–249. 

[32] Zhou, X.; Mcquinn, R.; Fei, Z.; Wolters, A. M. A.; van Eck, J.; Brown, C.; Giovannoni, J. J.; Li, L. Regulatory control of high 

levels of carotenoid accumulation in potato tubers. Plant Cell Environ. 2011, 34 (6), 1020–1030. 

[33] Bolouri-Moghaddam, M. R.; Roy, K. L.; Xiang, L.; Rolland, F.; den Ende, W. V. Sugar signalling and antioxidant network 

connections in plant cells. FEBS J. 2010, 277 (9), 2022–2037. 

[34] Valpuesta, V.; Botella, M. A. Biosynthesis of L-ascorbic acid in plants: new pathways for an old antioxidant. Trends Plant Sci. 

2004, 9 (12), 573–577. 

[35] Wheeler, G. L.; Jones, M. A.; Smirnoff, N. The biosynthetic pathway of vitamin C in higher plants. Nature 1998, 393, 365–

369. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



58 

 

4章 炭化水素のテラヘルツスペクトル 

 

4-1 実験目的 

4, 5章では，THz分光法を用いたデンプン測定の結果を示す．多数のグルコース分子が結合し

たデンプンはアミロースとアミロペクチンから構成される．以下の Figure 4.1.と Figure 4.2.にそ

れぞれの分子の構造を示す．アミロースはグルコースが α（1-4）で結合した直鎖の分子で，分子

量が 1.0×105-1.0×106であるのに対して[1]，アミロペクチンは α（1-4）および α（1-6）で結合し

た枝分かれ構造を持ち分子量が 1.0×107-1.0×109とアミロースより大きく構造も複雑である[1, 2]．

グルコースが α（1-4）で結合するとその立体構造は 6 分子で 1 回転するような螺旋構造を形成

していく．アミロース分子間やアミロペクチンの枝分かれ部位から延びる二本鎖は水素結合を

介して二重螺旋構造を形成する[1]．またデンプンは植物種によって粒子レベルから分子レベル

で極めて多様な構造を持つユニークな生体物質である．例えば，アミロースとアミロペクチンの

割合やアミロペクチンの立体構造など粒子レベル（“long-range order”）での結晶構造の違いに応

じてデンプンは A, B, C タイプの 3 種類に分類される[3, 4]．一般的に，コメ，コムギ，トウモロ

コシなどの穀物は A タイプ，バレイショなどの塊茎や高アミロースデンプンは B タイプ，豆類

やバナナなど一部の果実に含まれるデンプンは C タイプを示す．このような粒子レベルでの結

晶構造の違いは長らく X 線回折を用いて分析されてきた．さらにデンプンは分子レベル（"short-

range order”）の微細な構造も多様で，赤外分光法や核磁気共鳴を用いてこのような nmオーダー

の構造が測定されてきた[5]． 

 

 

Figure 4.1. アミロースの構造．グルコースが α（1-4）で結合して螺旋構造を形成する． 

 

これまでにデンプン標準の THz スペクトルを計測した結果は報告されているが[6-9]，結晶構

造と THz スペクトルの関係性や農産物中のデンプン測定などについては未だ十分に研究が進ん

でいない．本章では農産物中のデンプン測定に向けた基礎研究として，デンプンの long-range 

order や short-range order での結晶構造の違いがどのように THz スペクトルに反映されるかを以

下の 3 つのアプローチから明らかにしていく．まず（1）結晶性とアモルファス化したデンプン

の THzスペクトルを測定しスペクトルの形状やピーク位置を確認した．次に（2）デンプンと構
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造がよく似た 3 種類の糖も同様に THz 分光法で測定しデンプンのスペクトルと比較した．この

実験では特にアモルファス化した糖で見られる分子内振動モードのピーク位置に注目しデンプ

ンのスペクトルをより深く解釈することを目指す．さらに（3）異なる植物由来のデンプン標準

品，アミロースとアミロペクチンの THzスペクトルや long-range order での結晶構造の違いを識

別できる X 線でも測定し，デンプンの構造と THz スペクトルの関係性を明らかしていく． 

 

 

 

Figure 4.2. アミロペクチンの構造．(a)：立体構造の模式図．グルコースがα（1-4）およびα（1-

6）で結合した枝分かれ構造を持つ．(b)：分子レベルでの立体構造の模式図[10, 11]．枝分かれ部

位から延びる二本鎖は二重螺旋構造を形成する． 

 

4-2 実験装置および方法 

4-2-1 サンプル調整  

構造がよく似た 4 種類の炭化水素の基礎的な分光情報を得るため，標準品の試薬を使って結

晶性分子とアモルファスの THz スペクトルを測定した．本実験では水に溶解しやすいジャガイ

モ由来の溶性デンプンを用いた．またデンプンと同様にグルコース分子を基本骨格に持つ，多糖

のオリゴ糖，二糖のマルトース，単糖のグルコースをサンプルとした．それぞれの分子の構造は

Figure 4.3.に示す．デンプンは水溶液中で加熱すると溶解しゲル化する．一度ゲル化すると結晶

構造が崩れアモルファス化することが X線回折を使った測定で分かっている[12]．そこで水を加

えたデンプンをオートクレープで 121 ºC，30 分間処理し，ゲル化させた．その後，凍結乾燥し

て得られた粉体をアモルファスデンプンとして測定した．糖類は高温で加熱し溶解させること

でアモルファス化させた．具体的には，オリゴ糖は 230 ºC，マルトースは 110 ºC，グルコース

 

(a) 

(b) 
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は 150 ºCでそれぞれ加熱した後，常温で冷やし乳鉢で粉体にして計測に用いた．Figure 4.4.に加

熱前後での変化の一例を示す．さらにトウモロコシとコメ由来のデンプン標準品，アミロースと

アミロペクチンの標準品も測定した． 

 

Table 4.1. ペレット作成で用いた試薬． 

試薬 製造元 品番 

ジャガイモ由来デンプン 関東化学 鹿 1級 

トウモロコシ由来デンプン 和光純薬 193-09925 

コメ由来デンプン シグマアルドリッチ S7260-500G 

アミロース シグマアルドリッチ A0512-250MG 

アミロペクチン シグマアルドリッチ 10120-250MG 

イソマルトオリゴ糖 和光純薬 098-03481 

マルトース一水和物 和光純薬 138-00611 

グルコース 和光純薬 049-31165 

ポリエチレン Shamrok 社 S-394-SD4 

 

 

Figure 4.3. 測定した炭化水素の構造式 

 

 

Figure 4.4. グルコースの変化．(a)：結晶性分子．（b）：アモルファス． 
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4-2-1 ペレットの作成方法 

THz測定ではサンプルをペレットにして透過測定を行った．サンプル 100%のペレットでは光

が透過しないため，希釈剤でサンプル濃度を薄める必要がある．PEは THz帯で透過性の高い物

質であり（Figure 4.5.），この帯域での希釈剤として用いられている[13]．ペレット作成の手順と

して，まず 80 ˚C のオーブンで 3 時間以上乾燥させた PE を開口径 300 μm のふるいにかけた．

同様にサンプルも 150 μmのふるいにかけた後，質量ベースで濃度が 5%になるように PEとデン

プン標準品を混ぜ合わせた．ここで必要量より多めに粉体を用意しておくと作成中にペレット

が破損しても，すぐに作り直すことができる．実験室の湿度が 65%を超えると，ふるいを通した

細かな粉体が空気中の水分を吸いダマになりやすい．そこで湿度が高くなる夏場や雨の日は除

湿器を稼働させるなど湿度を下げる工夫が必要となる． 

 

 

Figure 4.5. PE の吸収スペクトル． 

 

 

Figure 4.6. ペレット作成．(a)：錠剤成形器に粉体サンプルを充填する．(b)：装置を用いて加圧． 

 

PE とサンプルを十分に混ぜ合わせた粉体 160 mg を KBr 錠剤成形器（島津製作所）へ充填し

た．その後，真空ポンプ（SA18-3M，島津製作所）を用いて 5分間予備排気を行い粉体に含まれ
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る水分を除去した．湿度が高く粉体の吸水が多い場合は予備排気を 10 分とした．さらに真空ポ

ンプを稼働させたまま加圧装置（SSP-10A，島津製作所）により約 15 KNの圧力をかけた状態で

10 分間加圧成形した．また重量 152 mg の PE100%ペレットも作成し，リファレンスとして計測

した．作成したペレットは直径 13 mm, 厚み 1.25 ± 0.05 mmとなる（Figure 4.7.）． 

 

Figure 4.7. 使用した PE100%ペレット（スケール：1 cm）． 

 

4-2-2 テラヘルツ分光法 

[1] フーリエ変換型分光法の原理[14, 15] 

赤外光領域での分光法として，干渉計を用いた方法が利用されている．以下では，本実験でも

使用したフーリエ変換型分光法で一般的に用いられるマイケルソン干渉計について説明する．

マイケルソン干渉計はビームスプリッターと移動鏡・固定鏡の 2 枚の平面鏡で構成されている

（Figure 4.8.）．ビームスプリッターは入射した光の一部を透過させ，残りを反射させる光学素子

で入射光に対して 45º に配置されている．移動鏡は光軸に対して平行に移動する機能が備わって

いる．干渉計に入った光はビームスプリッターで 2つに分割され，移動鏡および固定鏡で反射さ

れてビームスプリッターに戻り，再び 1つに合成される． 

 

 

Figure 4.8. マイケルソン干渉計の模式図． 
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マイケルソン干渉計において光の電場振幅を A とすると，波長𝜆の光を時刻𝑡に𝑥の位置で観察す

る時の電場強度ψは， 

 

ψ = A sin
2𝜋(𝑐𝑡−𝑥)

𝜆
                             (4.1) 

と表される．ここで𝑐は光速を示す．ビームスプリッターから固定鏡までの距離を𝑙1，移動鏡ま

での距離を𝑙2とすると，固定鏡と移動鏡から出た干渉光の強度 Eは 

 

E = A sin
2𝜋(𝑐𝑡−2𝑙1)

𝜆
 + A sin

2𝜋(𝑐𝑡−2𝑙2)

𝜆
                     (4.2) 

 

で表される．光の強度は振幅の 2乗の時間平均であるため，検出強度 Iは 

 

I = A2 (1+cos
2𝜋(2𝑙2−2𝑙2)

𝜆
)                            (4.3) 

 

となる．さまざまな波数の光がマイケルソン干渉計に入射したときに得られる出力光の強度は，

光路差 x = 2𝑙2 − 2𝑙2，波数𝑣 = 1 / 𝜆を用いて 

 

I(x) = ∫ 𝐵(𝑣)(1 + cos2𝜋𝑣𝑥)𝑑𝑣
∞

0
                       (4.4) 

 

と表される．𝐵(𝑣)は光源から出る光の波数依存性を表す関数であり，インターフェログラムと呼

ばれている．インターフェログラムを移動鏡の掃引距離でフーリエ変換することで，波数が表現

されたスペクトルが得られる．また上記の式で，積分範囲は無限であるが実際の可動鏡の可動距

離は有限である．可動範囲内でフーリエ変換を行うとスペクトルがギザギザした波打ち構造が

発生するため，一般的に測定範囲の両端が滑らかに減少する窓関数を掛け合わせ変換を行う． 

 

[2] 装置 

 

Figure 4.9. FARIS-1sの外観． 



64 

 

 

Figure 4.10. 内部構造の模式図． 

 

本実験ではサブミリ波専用フーリエ変換分光光度計（FARIS-1s，日本分光）を用いてペレット

の透過測定を行った．Figure 4.9.に装置の外観を，Figure 4.10.に内部構造の模式図をそれぞれ示

す．FARIS-1s では光源として低周波側に強度をもつ高圧水銀ランプと広い高度分布をもつセラ

ミックランプを選択できる．本実験では広帯域でのスペクトルを取得するため，セラミックラン

プを使用した．一般的に赤外領域のフーリエ変換型分光器ではビームスプリッターの素材とし

て Mylar が用いられるが，FARIS-1s では THz 帯で透過性の高いシリコンが材質となっている．

試料を通った THz波は，重水素化トリグリシン硫酸結晶（Deuterated triglycine sulfate：以下 DTGS

と記す）を集電素子とする検出器で検出される．また THz 波は空気中の水蒸気により減衰する

ため，干渉ユニットに接続された減圧装置で空気を吸引して，測定中は装置内部を 100 Pa 以下

の減圧状態に保った．ペレットを置く試料室は装置外部にあるため，エアドライヤー（IDF1E, 

SMC）を用いて乾燥空気を流して試料室内の湿度を 10%以下に制御した．ペレットは治具を使

って光路上に置いた（Figure 4.11.）． 

 

 

Figure 4.11. 使用した治具． 



65 

 

測定範囲は 1.5-13.5 THz，分解能 0.12 THz（4 cm-1），積算回数 300回に設定した．100% PE ペ

レットとサンプルペレットを交互に測定し，以下式（4.5）から吸光度を求めた． 

  

A = -log(
𝐼

𝐼0
)                  (4.5)  

 

ただし，𝐼0：リファレンスの強度， 𝐼：サンプルの強度，A：吸光度とする．この操作を 3回繰り

返し 1 枚のペレットに対して異なる 3 カ所を測定した結果の平均を吸光度とした．また各サン

プルに対して別々の 3枚のペレットを測定して平均値 ± 標準誤差を最終的な測定結果として用

いた．ピーク位置の議論を行うため，Savitzky-Golay 法によりスムージングしノイズを除去した

上で，同方法で二次微分処理を行った．スムージング，二次微分処理共にデータ数は 19 点とし

た．得られた二次微分スペクトルのデップからピーク位置やピーク強度を求めた． 

 

4-2-3 X 線回折 

 

Figure 4.12. X線回折の原理．赤線は行路差を示し入射 X 線の整数倍の時に回折が現れる[16]． 

 

X 線回折は，サンプルで散乱した X 線が干渉して回折が起きることを利用した測定技術であ

る．得られた回折情報からサンプル成分の同定や定量，結晶の大きさや結晶化度を知ることがで

きる．以下に X 線回折の原理を示す．原子が規則正しく配列した物質に原子間距離と同程度の

0.5-3 Åの X 線が入射すると，X線が散乱される．ここで物質の第一格子面で散乱される X 線と

第二格子面で散乱される X線の行路差は 2d sinθ となる（Figure 4.12.）．ただし，d：格子面間隔，

θ：入射角をそれぞれ表す．この行路差が入射 X線の波長 λの整数倍の時に，反射 X 線の干渉の

波が重なり強度を強め合うため回折が観察される．つまり 2d sinθ = nλを満たす入射角のみで X

線回折が現れるため，回折角 2θと回折強度を測定することでサンプルの X線回折パターンを得

ることができる． 

デンプン標準品のX線回折パターンを調べるため全自動水平型多目的X線回折装置（SmartLab，
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リガク）を用いた．光源である銅管球から発せられた X 線には Kα 線と Kβ 線が含まれており，

そのままサンプルに入射すると異なる 2 種類の回折パターンが同時に現れてくる．そこで，Kβ

線を除去するフィルターとモノクロメーターを通すことで Kα 線のみを取り出している．

SmartLab では平行ビーム法もしくは集中法でサンプルに X 線を照射できる．粉体サンプルの場

合，集中ビーム法で測定することが多く平行ビーム法よりも強度が高く検出できるが，誤差が出

やすくサンプル粒径が大きいとピークが見えにくくなることやピーク位置がずれる可能性があ

る．そこで全てのデンプン標準品を 38 μmのふるいにかけてから，20×20×0.5 mmのガラス試料

板に敷き詰めて測定を行った．測定時は光源の管電圧 45 kV，管電流 200 mAに設定して，測定

範囲 2θ = 4-40º（分解能 0.05 º），走査速度 3 º/min でデンプン標準品の回折パターンを計測した．

X 線測定は S/N 比が高く測定毎のばらつきが少ないため，測定は 1回のみとした． 

 

4-3 結果および考察 

4-3-1 デンプンと糖のテラヘルツスペクトル 

 

Figure 4.13. 結晶性とアモルファス化したデンプンの THzスペクトル（n=3）．(a)：吸収スペク

トル，(b)：二次微分スペクトル．アモルファスデンプン（+4）はオフセットした．黒矢印はピ

ーク位置を示す．3 THz付近のデップは他のサンプルでも同様に確認されたためデンプンの吸

収に由来しない可能性が高い． 

 

Table 4.2. 結晶性とアモルファス化したデンプンのピーク位置 

Sample Peak positions (THz) 

Crystalline  5.0 7.8 9.0 10.5 12.1 13.1 

Amorphous - - 9.0 10.6 12.1 13.1 

 

縦軸を吸光度，横軸を周波数としたデンプンの THzスペクトルを Figure 4.13.に，ピーク位置
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を Table 4.2.にそれぞれ示す．結晶性のデンプンでは 5.0, 7.8, 9.0, 10.5, 12.1, 13.1 THz に 6つのピ

ークが見られたが，アモルファス化したデンプンでは低周波側の 2 つのピークは見られなくな

り，9.0, 10.6, 12.1, 13.1 THz に 4つのピークが観察された．またアモルファスデンプンのピーク

強度は結晶性デンプンよりも低くなった．結晶性とアモルファスの二次微分スペクトルで 3.0 

THz 付近に小さなデップが見られたが，これはデンプンだけでなく糖や次章で説明するリョク

トウでも観察されたことからデンプンの吸収に由来するピークではない可能性が高く今回はピ

ークとして扱わないこととする． 

 

 

 

Figure 4.14. 結晶性とアモルファス化した糖の THzスペクトル（n=3）．(a)：オリゴ糖，(b)：マル

トース，(c)：グルコース． 

 

次に 3種類の糖の THz スペクトルを Figure 4.14.に，ピーク位置を Table 4.3.に示す．多糖のオ

リゴ糖は結晶性とアモルファスでスペクトルの変化は小さかった．一方で二糖のマルトースと

単糖のグルコースでは状態変化に伴いスペクトルに大きな変化が見られ，結晶状態ではシャー
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プなピークが観察されたのに対して，アモルファスではブロードなピークを持つスペクトルと

なった．またアモルファス化すると 3種類の糖のスペクトル形状が類似しており，同じような周

波数にピークを持つことが分かった．糖によってピーク位置が若干異なる要因として 2 つのこ

とが考えられる．一つはベースラインの傾きの違いなどノイズの影響を受けた可能性であり，も

う一つは構造の違いによって振動モードのエネルギーが異なることに由来した可能性が挙げら

れる． 

 

Table 4.3. アモルファス化した糖のピーク位置 

Sample Peak positions (THz) 

Oligosaccharide 8.5 10.6 12.0 12.8 

Maltose 8.3 10.8 12.1 13.1 

Glucose 8.4 - 12.0 12.7 

 

本実験の測定範囲である 1.5-13.5 THz の帯域はテラヘルツと中赤外領域の境に位置しており，

分光測定では分子間振動モードと分子内振動モードの吸収ピークが混在して現れる．炭化水素

の場合，低周波側で水素結合や共有結合の分子間振動モードが，高周波側で炭素骨格などの分子

内振動モードが吸収ピークとして観察される[17-21]．よって本実験で得られたデンプンや糖の

吸収ピークも分子間振動モードと分子内振動モードが混在していると言える．分子間振動モー

ドの変化はピークの有無やピーク強度の変化として観察されるのに対して，分子内振動モード

の変化はピークシフトとして観察されることが多い[22]．これらの知見に基づいて結晶性デンプ

ンで見られた 6 つピークの帰属について考察を行う．まずアモルファス化することで低周波側

の 5.0と 7.8 THzのピークが消失したことから（Table 4.2.），これらのピークはデンプンの分子間

振動モードに由来すると考えられる．またデンプンを加熱してアモルファス化（ゲル化）すると

水素結合が切れ二重螺旋構造が解けることが知られている[23]（Figure 4.15.）．よって 5.0 や 7.8 

THz のピークは分子間の水素結合の振動モードであり，アモルファス化することで水素結合が

切れたためピークが消失した可能性が考えられる． 

 

 

Figure 4.15. デンプンの構造変化．ゲル化により水素結合が切れ螺旋構造が解ける[23]． 
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一方で，結晶性分子・アモルファス共にピークが確認された高周波側の 9.0, 10.5, 12.1, 13.1 THz

は分子内振動モードと考えられる．さらに糖の測定結果も合わせ，これら 4 つのピークをより深

く考察すると，9.0 THz のピークはデンプンのみで確認されたのに対して，他の 10.5, 12.0, 13.0 

THz付近のピークは他の糖でも観察された．よって今回得られた結果は 9.0 THzのピークは高分

子のデンプンに特有の吸収ピークで，THz 帯に特有の集団振動モードである可能性を示唆する

ものである．ピークの帰属を詳細に議論するには理論計算と照らし合わせることが求められる

が，本実験で得られた結果は 9.0 THzのピークはデンプンに特有であり，植物や農産物内のデン

プンを計測する際に有効な指標になる可能性を示している． 

 

Table 4.4. デンプンの吸収ピークの帰属についての考察． 

Peak position (THz) Vibrational mode Assignments 

5.0 
Intermolecular Hydrogen bond ? 

7.8 

9.0 

Intramolecular 

Collective vibration ? 

10.5 Skeletal vibration 

(C-C-O, C-C-C) 

[6-8, 17-21] 

12.1 

13.2 

 

4-3-2 異なる植物種由来のデンプンのテラヘルツスペクトルと X 線回折パターン 

 ジャガイモ，トウモロコシ，コメ由来のデンプンの THz スペクトルを比較した結果を Figure 

4.16.に示す．低周波側ではジャガイモ由来のデンプンで吸光度が大きいが，高周波側ではトウモ

ロコシとコメ由来のデンプンの方が大きくなった．またピーク強度は高周波側に行くほどトウ

モロコシとコメ由来のデンプンが強くなった（Figure 4.16.(b)）．以上のように，3 種類の異なる

植物種由来のデンプンを THz 帯で測定するとジャガイモ由来のデンプンで異なる傾向が見られ

た． 

 次にアミロースとアミロペクチンの THz帯の吸収スペクトルを Figure 4.17.に示す．低周波側

ではアミロースの吸光度が高いのに対して，高周波側ではアミロペクチンの吸光度が高くなっ

た．またピーク強度はアミロペクチンの方が高くなった．この違いはアミロースとアミロペクチ

ンの構造に由来すると考えられる．2本のアミロースが螺旋構造を取ると分子間に多数の水素結

合を形成していくため，分子間振動モードの吸収が大きくなる．一方で分子量が大きいアミロペ

クチンは基本骨格となるグルコース分子の総数が多く分子内振動モードの吸収が大きくなると

言える．先述のように THz 帯では水素結合に由来する分子間振動モードは低周波側に，炭素骨

格などに由来する分子内振動モードは高周波側に吸収が現れてくる．よって水素結合の数が多

いアミロースの吸収が低周波側で大きく，分子内振動モードが大きいアミロペクチンの吸収が

高周波で大きくなった可能性が考えられる． 
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 文献によると今回測定した 3種類のデンプン標準品のアミロース含有量はジャガイモで 22%，

トウモロコシで 27%，コメで 17%である[24]．アミロース・アミロペクチンの含有比の違いが

THz スペクトル影響している場合，トウモロコシとコメでスペクトルに顕著な違いが出るはず

である．しかし Figure 4.16.に示したようにジャガイモ由来と他の 2 種類で違いが見られたこと

から，デンプンの THz スペクトルはアミロース・アミロペクチンの構成比だけで決まるもので

ないことが明らかになった． 

 

 

Figure 4.16. 異なる植物種由来デンプンのテラヘルツスペクトル（n=3）．(a)：吸収スペクトル．

(b)：二次微分スペクトル．トウモロコシ由来デンプン（+4）とコメ由来デンプン（+8）はオフセ

ットした． 

 

 

Figure 4.17. アミロースとアミロペクチンのテラヘルツスペクトル（n=3）． 

 

ジャガイモ，トウモロコシ，イネ由来のデンプンの X 線回折パターンを Figure 4.18.に示す．
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横軸は測定角度，縦軸は回折の強度としている．トウモロコシとイネ由来のデンプンでは A タ

イプの回折パターンが観察され，2θ = 15, 17, 18, 23˚にピークが見られた．一方，ジャガイモ由来

のデンプンは B タイプの回折パターンで，2θ = 15, 17˚にピークが見られた．これらのデンプン

標準品の X 線回折パターンを調べた先行研究でも同様な回折パターンが観察されている[25, 26]．

以上の結果から，THz スペクトルと X 線回折パターンのどちらの測定でもジャガイモのみ異な

る傾向を示すことが明らかになった． 

 

 

Figure 4.18. デンプン標準品の X線回折パターン．黒矢印はピーク位置を示す． 

 

中赤外分光法やラマン分光法では，デンプンの short-range order での構造の違いを測定できる

が，A タイプ，B タイプの識別など long-range order の構造の違いは観察できないことが知られ

ている．例えば，X 線回折パターンが異なるコムギ（Aタイプ）とジャガイモ（B タイプ）を中

赤外分光法で測定するとスペクトルに変化がないことが観察されている[27]．また他の研究でも

同様な結果が報告されている[28, 29]．一方で，本実験で得られた THz スペクトルでは高周波と

低周波の吸光度の違いやピーク強度から A タイプと B タイプのデンプンを識別できる可能性が

示唆された．ただし，Aタイプのトウモロコシとコメ由来のデンプンでスペクトルに変化は見ら

れなかった．本実験のように異なる植物種由来のデンプンを赤外分光法とラマン分光法で測定

した過去の研究では，同じ Aタイプのデンプンでもスペクトルの違いが観察されている[30]．こ

れは，short-range order の構造の違いがスペクトルに反映されているためと言える．よって，THz

分光法はデンプンの long-range-order での構造の違いに敏感であるのに対して，中赤外分光やラ

マン分光で測定できる short-range order の構造の違いを測定するには適していないと考えられる． 
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5章 テラヘルツ分光法を用いた発芽リョクトウ中のデンプン量の推定 

 

5-1 実験目的 

4 章で示したようにデンプン標準品をテラヘルツ分光法で測定すると，分子間・分子内の振動

モードと考えられるピークが見られた．生体物質の多くはアモルファス化しているが[1]，デン

プンは結晶構造を保つため植物を測定した場合でも夾雑物の影響は少なく標準品と同様にデン

プンのピークが観察できると予想される．この仮説を検証するために，本章では生長段階が異な

る発芽リョクトウを THz 分光法で測定して，得られたスペクトルからデンプン分解過程をモニ

タリングできるかを検討した．さらにデンプンに由来するピークを用いてデンプン推定のため

の検量線を作成した． 

 

5-2 実験装置および方法 

5-2-1 栽培方法 

事前にオートクレープで滅菌処

理した 1 L のガラス製ビーカーに

寒天 0.8%の培地を用意した．クリ

ーンベンチ内でリョクトウの種子

を 70%エタノールで 5 分間，95%エ

タノールで 1分間洗浄した後，蒸留

水で 2 回洗浄してビーカー内の培

地に植えた．種子はインキュベータ

（SIW-450S，アズワン）内で 1-7日

間栽培した．栽培中の温度を 26.5±

1.5 ̊ C，光条件を 18時間日長で 25-

35 μmol m-2 S-1（培地表面の強度）に調整した．また，インキュベータには最大で 4つのビーカ

ーを置き栽培を行った（Figure 5.1.）．水は THz 帯で吸収を示すため[2]，リョクトウ種子を測定

する際にノイズとなる可能性が懸念される．そこで本実験では，リョクトウを凍結乾燥して得ら

れた粉体を測定することとした．栽培後，5本のリョクトウを 1つのサンプルとして凍結乾燥機

で 2日以上乾燥させた．粉体にしたサンプルは-80 ̊ Cのフリーザーで保存した．また基礎データ

として栽培 1, 4, 7 日の生体重と凍結乾燥後の乾物重量も同時に測定した． 

 

5-2-2 テラヘルツ分光法 

4 章で示した方法でリョクトウを PE で希釈した粉体 160 mg を用いてペレットを作成した．使

用したペレットの一例を Figure 5.2.に示す．ペレットのサンプル濃度は 5%とし，FARIS-1sを用

いて透過測定を行った．分解能 0.12 THzで 1.5-13.5 THz の分光スペクトルを測定した．1枚のペ

レットに対して 300 回積算の測定を 3 回繰り返し，計 900 回の平均値を測定値として用いた．

 

Figure 5.1. インキュベータ内部． 
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また PE 100%のペレット（152 mg）をリファ

レンスとして同時に計測した．ピーク位置の

議論を行うため，Savitzky-Golay法によりスム

ージングしノイズを除去した上で，同方法で

二次微分処理を行った．得られた二次微分ス

ペクトルのデップからピーク位置や強度を求

めた． 

 

 

5-2-3 アミラーゼを用いたデンプンの加水分解 

 

Figure 5.3. (a)：α-アミラーゼの THz スペクトル（サンプル濃度 5%），(b)：加水分解水溶液中の

アミラーゼの影響．溶液中のα-アミラーゼの濃度は 1%以下のため，吸収は十分に小さい． 

 

発芽リョクトウで見られたピークがデンプンに由来するかを明らかにするために，デンプン

標準品およびリョクトウサンプルを α-アミラーゼで加水分解して酵素反応前後のスペクトル変

化を測定した． 

標準品とリョクトウサンプルに水を加えて，オートクレープを用いて 121 ˚C で加熱した．水溶

液が冷えてから，サンプル重量に対して 1%以下になるように α-アミラーゼを加えて 37 ˚Cで一

晩反応させた．事前に α-アミラーゼの THz スペクトルを測定して，この濃度であればスペクト

ルへの影響は十分に小さいことを確認した（Figure 5.3.）．酵素でデンプンを分解する場合，3 章

で示したように pHを調整したバッファーを用いることが一般的である．しかし，バッファーに

含まれる成分は THz 帯で吸収が大きいため，加水分解の実験では溶媒を水のみとした．最適条

件ではないため酵素反応に時間を要するが，溶媒が水でもデンプンは完全に分解される．デンプ

ンが分解されたことはヨウ素デンプン反応を使って呈色を示さないことから確認した．最後に，
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Figure 5.2. ペレット（スケール：1 cm） 
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加水分解後の反応液を凍結乾燥して得られた粉体を THz 帯で測定した． 

 

5-2-4 デンプン推定の検量線 

THz スペクトルを基にデンプン量推定のための検量線を作成した．二次微分処理はノイズを

除去してピーク強度を得ることができるため，スペクトルから物質量を推定する検量線の作成

に頻繁に利用されている[3, 4]．そこで，3章で示した化学分析を使って測定したデンプン量とリ

ョクトウの二次微分スペクトルのピーク強度を比較してデンプン推定の検量線を作成した． 

 

5-2-5 測定条件とサンプル数 

生体重と乾物重量の測定には，n>10のサンプルを用いた．また THzスペクトルは栽培日数毎

に n=5 で，計 n=35のリョクトウを測定した．  

 

5-3 結果および考察 

5-3-1 生長の評価 

発芽 1日目に幼根が形成され，4 日目までに葉，茎，側根が形成された．さらに 7 日目まで茎

は伸長を続け，側根数も増加していった．一方，7 日目では子葉が離脱した個体も見られたが，

これは子葉に蓄えられた養分が全て使われたためと言える．生長が進んだ発芽リョクトウで子

葉が離脱することは過去の研究でも観察されている[5]．また，7日間の栽培で生体重は増加を続

けたが，乾物重に若干減少する傾向が見られた（Figure 5.5.）．これは養分の消費や子葉の離脱が

原因と考えられる．また生長が進むにつれデンプン含有量が低下していく様子も確認された

（Figure 5.6.）． 

 

 

Figure 5.4. 発芽リョクトウの生長の様子．(a)：1日（スケール：2 cm），(b)：4日（スケール：4 

cm），(c)：7 日（スケール：4 cm）． 
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Figure 5.5. 発芽リョクトウの生体重と乾物重の変化（n>10）． 

 

 

Figure 5.6. 発芽リョクトウのデンプン含有量の変化（n=5）． 

 

5-3-2 発芽リョクトウのテラヘルツスペクトル 

Figure 5.7.に横軸を周波数，縦軸を吸光度とした栽培 1, 4, 7日の発芽リョクトウの THzスペク

トルを示す．栽培 2, 3, 5, 6 のサンプルも同様に測定したが全てを示すとスペクトルが見にくく

なるため，栽培 1, 4, 7 日のみとした．発芽 1 日目のリョクトウはデンプン標準品と同様なスペ

クトルを示し，5.0, 7.9, 9.0, 10.5, 12.2, 13.1 THzに 6 つのピークが見られた．また生長が進むにつ

れ，これらのピーク強度が徐々に低下していく様子が確認された．特に前章で明らかになったデ

ンプンのモニタリングに活用できそうな 9.0 THzのピークは明確に減少していき，栽培 7 日目で

はほとんど見られなくなった． 
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Figure 5.7. 発芽リョクトウの THz スペクトル（n=5）．スペクトルが重なったため Day 1（+0.3）

と Day 4（+0.15）はオフセットした． 

 

以上のよう発芽リョクトウとデンプン標準品で吸収スペクトルとピーク位置が類似しており，

また生長が進むにつれピーク強度が徐々に低下して傾向が見られた．これらの結果は THz 分光

法を用いることでデンプン分解過程をモニタリングできる可能性を示唆している．ただしピー

クに他の物質の吸収が含まれている可能性もあるため，リョクトウで見られた 6 つのピークが

デンプンのみに由来するか，もしくは他の生体物質の情報も含んだピークであるかを検証する

必要がある．そこで，α-アミラーゼを用いて加水分解したサンプルのスペクトルを測定した．仮

にピークがデンプンのみに由来していれば，加水分解後ピークがなくなることが予想される．次

節では，デンプン標準品とピークが最も顕著に観察された栽培 1 日目の発芽リョクトウを酵素

で加水分解した結果を示す． 

 

発芽リョクトウでは種子に蓄積したデンプンがいくつかの中間体を経てグルコースまで分解

される．生体物質の多くはアモルファス化しており[1]，糖類も水に溶解するため結晶構造が崩

れていると考えられる．よって栽培 4日や 7日のリョクトウでは 8.5 THz 付近などにアモルファ

ス化した糖の吸収ピークが現れるはずであるが，そのようなピークは確認されなかった（Figure 

5.7.）．  

この要因として以下の 2 つことが考えられる．デンプンから生成された中間体は連続的によ

り小さな糖に分解される．例えば，デンプン分解の過程で生成されるラフィノーゼやスタキオー

スなどのオリゴ糖は生長が進むと含有量が減少もしくは無くなることが計測されている[6, 7]．

よって栽培 4, 7 日の発芽リョクトウでオリゴ糖などの中間体のピークが見られなかった要因は

連続的な酵素分解により低濃度であったためと考えられる． 

一方で，グルコース濃度は発芽後に増加することが知られているため[6]，グルコースのピー
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クが観察されなかったのは濃度が直接の要因ではない．グルコースは植物内で栄養分としての

役割だけでなく，安定性や溶解性を高めるため他の生体物質として結合する修飾剤としての働

きがある．例えば，グルコースと結合したステロイド，フェノール化合物，フラボノイド，植物

ホルモンなどが発見されている[8, 9]．さらに 1.5-19.5 THz の帯域で金属と糖の結合体を測定し

た研究では，測定全帯域で結合型は標準品の糖よりもピークが少なくなり，またブロードになる

ことが確認されている[10]．つまり他の物質と結合することで糖の分子間と分子内の両方の振動

モードが弱まることが示されている．これまでに植物に含まれる結合型グルコースの THz スペ

クトルを測定した例はないが，金属と糖の結合型と同様に顕著なピークを持たないと予想され

る．従って，栽培 4, 7 日目の発芽リョクトウでグルコースのピークが見られなかった要因の一つ

として，他の物質との結合により振動モードが弱まっていたためと考えられる． 

 

5-3-3 アミラーゼを用いた加水分解後のテラヘルツスペクトル 

[1] デンプン標準品（ジャガイモ由来） 

4 章で示したように 5.0 と 7.8 THz は分子間振動モードでデンプンの構造に敏感なピークであ

るため，デンプン量をモニタリングする指標としては不向きである．よって，この加水分解の実

験では分子間振動モードと考えられる高周波側の 4 つのピーク変化に着目していく．Figure 5.8.

に加水分解前後のデンプン標準品の吸収スペクトルと 7.5 THz より高周波側の二次微分スペク

トルを，Table 5.2.にピーク位置を示す．デンプン標準品では加水分解後，9.0, 10.5 THz のピーク

が見られなくなり，新たに 8.4と 11.0 THz にピークが確認された．加水分解デンプンのスペクト

ルやピーク位置が前章で示したアモルファス化したマルトースと近いことから，これらの新た

なピークはデンプンが分解されてできたマルトースの振動モードと考えられる． 

 

 

Figure 5.8. 加水分解前後でのデンプン標準品の変化（n=3）．(a)：吸収スペクトル，(b)：二次微分

スペクトル．加水分解後の二次微分スペクトル（+4）はオフセットした．黒矢印は加水分解前の

ピーク位置，赤矢印は加水分解後に新たな見られたピーク位置をそれぞれ示す． 
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Table 5.1. デンプン標準品の加水分解前後におけるピーク位置の変化 

Sample Peak position 

Native  - 9.0 10.5 - 12.1 13.1 

Hydrolyzed 8.4 - - 11.0 12.2 13.0 

 

 

Figure 5.9. 加水分解前後での発芽リョクトウの変化（n=5）．(a)：吸収スペクトル，(b)：二次微分

スペクトル．加水分解の二次微分スペクトル（+4）はオフセットした．黒矢印は加水分解前のピ

ーク位置，赤矢印は加水分解後に新たな見られたピーク位置をそれぞれ示す． 

 

Table 5.2. 発芽リョクトウの加水分解前後におけるピーク位置の変化 

Sample Peak position 

Native  - 9.0 10.5 - 12.1 13.1 

Hydrolyzed 8.5 - 10.6 11.0 12.3 13.0 

 

[2] 発芽リョクトウとリョクトウ種子 

リョクトウを加水分解した前後の THz スペクトルを Figure 5.9.に，ピーク位置を Table 5.2.に

それぞれ示す．デンプン標準品と異なりリョクトウでは加水分解後も 10.6 THz にピークが残っ

たため，リョクトウで見られた 10.5 THz のピークはデンプンだけでなく他の生体物質の吸収も

含むピークであることが分かった．考えられる物質の一つとしてオリゴ糖が挙げられる．4 章で

示したようにオリゴ糖は 10.6 THz にピークを持つため，デンプンが分解されたことによりピー

クが顕著に現れてきたと考えられる．他のピーク変化についてはデンプン標準品と同様に傾向

が見られた．以上の結果から，リョクトウの高周波側で見られた 4つのピークのうち 9.0 THz の

ピークはデンプンのみに由来するのに対して，10.5, 12.1, 13.1 THzのピークはデンプンだけでな
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く糖類や夾雑物の情報を含んだピークと言える．よってリョクトウのデンプンをモニタリング

するために 9.0 THz のピークが有用な指標となることが示された．そこで，以下 5-3-4 では 9.0 

THzのピークを用いてデンプンの定量評価を行った． 

加水分解後，デンプン標準品では低周波側で吸光度が減少したのに対して（Figure 5.10. (a)），

発芽リョクトウでは生長に伴い低周波側で吸光度が増加している．従って，発芽リョクトウで見

られた低周波側の吸光度変化はデンプン分解とは関係性が低いと言える．しかし発芽小麦を THz

分光で測定した近年の研究では，低周波側（0.2-2.0 THz）で見られた吸光度の上昇をデンプン分

解と関連づけており誤った見解である可能性が高い[11]．発芽後，デンプンと同様にタンパク質

も分解されるため，吸光度上昇の原因物質とは考えにくい．そこで低周波側にブロードなピーク

を持つ水が原因物質の一つとして挙げられる[12, 13]．仮に生長に伴い細胞壁などに結合水が吸

着していくとしたら，凍結乾燥処理では除去されずスペクトルに吸収が反映される可能性が高

い．今後，凍結乾燥以外の方法で乾燥させたサンプルのスペクトル測定やカールフィッシャー法

などを用いて結合水を測定することで，発芽種子を THz 分光法で測定した時に見られる低周波

側の吸光度上昇の要因が解明できると考えられる． 

 

 

Figure 5.10. 低周波側のスペクトル変化．(a)：加水分解前後のデンプン標準品．加水分解により

低周波側の吸光度は減少．(b)：発芽リョクトウ．生長に伴い低周波側の吸光度は増加． 

 

5-3-4 デンプン定量のための検量線 

横軸を化学分析によって定量したデンプン量，縦軸を 9.0 THzのピークの二次微分強度をとっ

た検量線を Figure 5.11.に示す．サンプルは栽培日数 1-7 日の発芽リョクトウでデンプン含有量の

最大は 57.0%，最少は 1.8%である．結果として決定係数 r2=0.95，二乗平均平方根誤差（root mean 

squared error：RMSE）0.62でデンプン量が推定できることが分かり，リョクトウで見られる 9.0 

THzのピークはデンプン量を定量するのに有用な指標であることが示された． 

以上のように THz 分光を活用することでリョクトウのデンプン分解過程をモニタリングでき，
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またピーク強度を用いて定量評価できることが示された．今回は基礎研究として破壊的な測定

を行ったが，得られた結果は THz 波がデンプン非破壊計測のポテンシャルを有することを示唆

するものである．水を多く含む農産物を透過測定で測ることは難しいため，今回得られた知見を

基に全反射減衰分光法や散乱計測などの測定法に展開していくことで，THz 波を活用した農産

物のデンプン非破壊計測に繋がっていく可能性が期待できる． 

 

 

Figure 5.11. 発芽リョクトウを対象としたデンプン量推定のための検量線． 
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6章 結言 

 

本研究では，環境制御下での食料生産において機能性農産物の効率的・安定的な生産を目指し，

機能性成分を増加させる栽培方法と良質な農産物の選抜に向けたデンプン測定方法を検討して

きた．具体的には CLによる擬似的な微小重力環境下で栽培したリョクトウ中の機能性成分量や

抗酸化作用を評価した．さらに THz 分光法を用いてデンプン標準品やリョクトウ中のデンプン

を測定した． 

 

2 章では，機能性成分である色素の計測を行った．CL で 4 日間栽培したリョクトウに含まれ

るクロロフィル，カロテノイド，アントシアニン量を測定し，通常の重力環境下で栽培したコン

トロールと比較した．クロロフィルとカロテノイド量に変化は見られなかったが，CLでアント

シアニン量が有意に減少した．この要因を明らかにするため，エチレン阻害剤として使われてい

る硝酸銀を培地に添加し栽培すると，CLとコントロールでアントシアニン量に変化が見られな

くなった．よって CLに見られたアントシアニンの減少には内因性のエチレンが関与することが

明らかになった． 

3 章では，抗酸化作用に着目して CL の実験をさらに進めた．2 章と同様に CL で栽培したリ

ョクトウの抗酸化物質と抗酸化作用を計測し，コントロールと比較した．結果として CLでは抗

酸化物質量が増加し抗酸化作用も向上することが明らかになった．さらに CLで栽培すると子葉

内でアミラーゼが活性化され，貯蓄されていたデンプンの分解が促進されることも確認された．

よって CL で栽培したリョクトウではデンプンから分解された糖が豊富な状態にあることが予

測できる．この糖が抗酸化物質合成のための活性因子や前駆体として利用されたため，CLで抗

酸化作用が向上したと考えられる．これらの結果から CLはデンプン分解の促進および農産物の

抗酸化作用を向上させるポテンシャルがあることが示された．  

4 章では，デンプンや糖の標準品を用いて THzスペクトルと結晶構造の関係性を調べた．まず

結晶性とアモルファス化したデンプンを測定することで分子間と分子内の振動モードが観察で

きることを明らかにした．またデンプンと構造がよく似た糖類の THz スペクトルとの比較から

9.0 THz の吸収ピークがデンプンでのみ観察されることを特定した．さらに異なる植物種由来の

デンプンの THz スペクトルと X 線回折パターンを比較することで，THz 分光法ではデンプンの

long-range order の構造が観察できる可能性を明らかにし，従来の赤外やラマン分光法で得られる

情報との違いを示した． 

5 章では，4章の結果に基づき発芽リョクトウをサンプルとしてデンプン分解過程を THz分光

法でモニタリングできるかを検討した．発芽リョクトウではデンプン分解に伴い吸収ピークが

減少していくことが観察され，THz 分光法によりデンプン分解過程をモニタリングできる可能

性が示唆された．さらにアミラーゼを用いて加水分解すると 9.0 THz のピークが消失したため，

デンプンのモニタリングに有用なピークであることが分かった．そこでピーク強度からデンプ

ン量を推定する検量線を作成したところ決定係数 r2 = 0.95 の精度でデンプン量を推定できるこ
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とが明らかになったため，THz分光法が新たなデンプン計測法になる可能性が示された． 

 

CLは長らく宇宙実験のシミュレーションのための装置として利用されてきたが，本実験で得

られた結果は発芽初期に起こるデンプン分解を促進し機能性農産物を生産するための新たな栽

培装置になりうる可能性を示すものである．また同時に CLで栽培した農産物では，デンプン分

解量に注目することで機能性をある程度予測できる可能性を示唆する結果であると言える．本

研究で THz 波を活用することで従来法では困難であったデンプンの簡易計測の可能性が示唆さ

れたため，THz 技術を活用することで単にデンプン量を推定できるだけでなく，CLで栽培した

農産物の機能性を把握できる可能性が示された．以下では機能性農産物の生産に向けた CL と

THz技術の今後の展望について説明する． 

農学分野における CL の有用性を検討していくために更なる知見が求められる（Figure 6.1.）．

まず回転速度や回転方向など CLの条件を変えた場合に，デンプン分解や機能性にどのような影

響があるかを調べ，最適な栽培条件を明らかにする必要がある．また他の農産物でも同様な実験

を行い，どのような農産物であれば効果的に高機能化が進むかを調べる研究も求められる．  

 

 

Figure 6.1. クリノスタットを用いた機能性農産物生産に向けた今後の展望 

 

 THz 波は原理的にデンプン測定に適していると考えられるが，これまでに農産物を測定した

研究例は極めて少なくデンプンを測定するポテンシャルがあるか定かではなかった．そこで本

研究では安定的な測定が可能なペレットを活用してリョクトウ中のデンプン計測を進めてきた．

今後，デンプンを切り口とした機能性農産物の選抜に応用していくには，今回得られた知見に基

づいて非破壊計測法を開発していく必要がある．しかし本研究と同様な透過測定では水分量が

多い農産物に対して光が透過しないため，以下で説明するように全反射減衰分光法や散乱計測

など別の測定法を導入していく必要がある． 

1 章でも説明したようにデンプンは生体物質としては数少ない不溶性の物質であり，植物内で

はデンプン粒として貯蔵されている．そのため水溶液中では結晶状態が崩れ THz 帯で吸収ピー
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クを持たない水溶性の物質とは異なり，水を含んだ農産物であってもデンプンの吸収ピークが

観察できると考えられる．そこで全反射減衰分光法を使ってプリズムに農産物を押しつけて測

定することで（Figure 6.2.(a)），デンプンの吸収ピークが観察できる可能性が期待できデンプンの

非破壊計測に繋がることが見込まれる． 

また散乱計測でもデンプン非破壊計測の可能性が期待できる（Figure 6.2.(b)）．デンプンの大き

さは植物種によって違いはあるものの概して数 μm から 30 μm 程度であり THz 帯の波長と大き

さが一致するため，THz波はデンプンの散乱情報を得るのに適していると考えられる．また他の

生体物質は植物内で溶解しているため外乱が少なくデンプンの情報を切り出しやすいと予想さ

れる．今回のように標準品などを使ってデンプンの散乱情報を得られる周波数を特定できれば

散乱計測を使ってもデンプン非破壊計測ができるものと考えられる． 

 

 

Figure 6.2. デンプン非破壊計測に向けた今後の展望 

 

 近年，CLおよび THz技術の発展は著しく新たな装置，光源，検出器が次々と開発されている．

これらの技術を駆使することでデンプン分解や機能性の向上を促進する CL の最適条件が明ら

かになるものと考えられる．さらに THz 波による非破壊デンプン計測が可能になれば機能性が

高い個体の選抜や機能性を簡便に把握できるようになり，デンプンを切り口とした新たな品質

評価技術ができる可能性が見込まれる．  
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付録 

 

1章 テラヘルツ分光法を用いたリョクトウ種子中のデンプン量の推定 

 

本研究では，THz 分光法を用いてリョクトウ種子で起きるデンプン合成過程のモニタリング

も行った．ただしペレットの測定方法や測定条件が最適でなかったことや十分なサンプル数を

得られなかったことなどがあり本実験は付録に記載することとした． 

 

1-1 実験方法 

1-1-1 栽培方法 

  

Figure 1.1. 栽培中の気温と降水量（奈良県奈良市針町）[1]． 

 

 

Figure 1.2. リョクトウの生長．(a)：発芽から約 1 ヵ月後，(b)：発芽から約 2 ヵ月後，(c)：リョ

クトウの花． 

 

2017 年 5 月から 9 月にかけて奈良県山辺郡山添村の圃場でリョクトウを栽培した．播種から
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数日で発芽し，約 1ヵ月で背丈が 10 cm程度に伸長した．その後は茎が倒れるのを防ぐため支柱

に固定して栽培を続けると，播種から 2-3 ヵ月で黄色の花が咲いた．種子の生長を計測する場合，

開花日を基準とするため[2, 3]，花の下に色の異なる糸やテープを結び開花後の日数（days after 

flowering：DAF）の目印とした．受粉すると花は 1-2 日で枯れ，種子が入った莢が形成される．

豆科植物の莢には主に 2 つの役割があると言われており，外界の物理的刺激から種子を保護す

る働きと光合成により莢で生産されたエネルギーを種子に供給する働きである[4, 5]．種子が十

分に生長すると，莢は黒く変色し乾燥していく．圃場でサンプリングした DAF 5, 8, 10, 12, 18, 25

の莢を遮光状態で京都大学まで運び，莢から種子を取り出した．1-15本の莢から取り出した種子

を凍結乾燥した後，測定まで-80 ̊ Cのフリーザーで保存した．また基礎データとして種子の生体

重と莢の長さも同時に測定した． 

 

 

Figure 1.3. サンプリング方法．(a)：開花した花の下に色の異なる糸やテープを結ぶ．(b)：生長し

た莢の DAF が判別できる． 

 

1-1-2 テラヘルツ分光法 

リョクトウ種子と PE を混ぜサンプル濃度 6%に調整した粉体 150 mg でペレットを作成し，

FARIS-1sで透過測定を行った．分解能 0.06 THz（2 cm-1）として測定範囲は 1.5-13.5 THzで分光

スペクトルを測定した．また 150 mgの 100% PE ペレットも用意しリファレンスとした．測定は

毎回，治具のみを置いたエアー，100% PE ペレット，サンプルペレットの順に行った．エアーを

リファレンスとして PEとサンプルの吸光度をそれぞれ算出した後に，以下の式を用いて PE95%

分の吸光度を差し引きリョクトウ種子の吸光度を求めた． 

 

                          A Sample = A Sample pellet – 0.95×A PE pellet                              (1.1) 

 

ここで，A sample：求めたいサンプルの吸光度，A sample pellet：サンプルペレットの吸光度，A PE pellet：

100% PEペレットの吸光度とする．Figure 1.4.に示すように式（1.1）を用いた測定方法と 4, 5章
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で示したように 100% PE をリファレンスとした方法を比較すると，吸収スペクトルを求めるだ

けであれば大差はない．ただし本実験で用いた方法は赤外や THz 帯でのペレット測定法として

一般的ではなく，以下のような誤解を招くこともあるため避けるべきである． 

 

 

Figure 1.4. デンプンの吸収スペクトルの比較．(1)：式（1.1）を用いて計算した吸収スペクトル．

(2)：4, 5 章で示した測定で得られた吸収スペクトル． 

 

投稿論文に対するレフリーからのコメント 

I am sorry that it completing this review took quite a while. Yet, the reason is, that there is still one part of 

the manuscript that was not clarified but rater got more confused with the last revisions and I had to find 

the time to have a closer look on what is going on there. In the first revision there was this formula: 

(I) A = A_samplepellet/t_samplepellet - 0.95×A_PEpellet/t_PEpellet 

In the currenct revision it was changed to: 

(II) Absorbance_sample pellet - 0.95×Absorbance_PE pellet 

In the first revision (I) there are two unclarities/problems: 

(1) Dividing amplitude by sample thickness does not give you absorbance. Have a look at Lambert-Beer's 

law to see that the relation is not linear but logarythmic. Besides that, reflections on the sample's surface 

should be considererd, too. (2) If I got your intention for this formula right, then your idea is that you sample 

pellet consists of 5% actual sample material and 95% PE. Thus, you want to substract the absorbance of 

these 95% PE from the overall absorbance of your sample pellet to get the actual absorbance of your 5% 

sample material. Apparently, you are using some kind of effective medium theory. Did you make this up 

just by intuition or is it backed by an underlying theory? Please be aware that there are many different 

effective medium theories, each suitable for different applications. So, it is important that you make clear 

why it is the right choice to do these calculations with your formula and not rather with one of the other 

effective medium theories. (see also: https://www.intechopen.com/books/recent-optical-and-photonic-

technologies/applications-of-effective-medium-theories-in-the-terahertz-regime) 
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In the second revision of the formula (II) it is unclear, if problem (1) was just hidden or acually corrected. 

Please make clear how you get from your measured data to your presented results. Problem (2) still exists 

in the same way. 

 

1-1-3 測定条件とサンプル数 

種子の生体重計測では n>15，莢の長さの測定では n=10 のサンプルをそれぞれ用いた．各栽培

日数で n=3のサンプルを測定して，検量線には n=15 のサンプルを用いた．  

 

1-2 結果および考察 

1-2-1 生長の評価 

Figure 1.5.にリョクトウ種子の生長の様子を，Figure 1.6.にリョクトウ種子の生体重と莢の長さ

をそれぞれ示す．リョクトウ種子の表面は DAF 18 まで緑色であったが，その後は急速に黒ずん

でいった．このような種子表面の色の変化は先行研究でも観察されている[6]．また，種子の生体

重は DAF 12まで増加したが，その後は徐々に減少していった．リョクトウ種子では生長が進む

につれ内部の水分が蒸発して硬くなっていくため，DAF 12 以降の重量減少は主に種子内部の水

分蒸発によるものと考えられる．莢の長さは DAF 18日まで伸長していったが，その後の 7日間

で若干減少する傾向が見られた． 

 

 

Figure 1.5. リョクトウ種子の生長の様子（スケール：1 cm）． 

 

 

Figure 1.6. (a)：リョクトウ種子の生体重，(b)：莢の長さ． 

0

40

80

120

0 10 20 30

S
ee

d
 w

ei
g
h
t 

(m
g
)

DAF

(a)

0

40

80

120

0 10 20 30

P
o

d
 l

en
g
th

 (
m

m
)

DAF

(b)



92 

 

1-3-2 リョクトウ種子のテラヘルツスペクトル 

Figure 7.7.にリョクトウ種子の THz スペクトルを示す．DAF 5 の種子では明確なピークは見ら

れないが，生長と共に徐々に 5.0, 7.8, 9.1, 10.5, 12.2, 13.1 THz でピークが現れていく様子が確認

された．発芽リョクトウと比較してピーク位置が若干異なる理由は測定分解が違うためと考え

られる．よって THz 分光を用いることでリョクトウのデンプン合成過程もモニタリングできる

可能性が示唆された． 

 

 

Figure 1.7. リョクトウ種子の THzスペクトル．スペクトルが重なったため DAF5-18 はオフセッ

トした．DAF 5（+1.0），DAF 8（+0.8），DAF 10（+0.7），DAF12（+0.4），DAF18（+0.2）． 

 

 

Figure 1.8. 低周波側のスペクトル．(a)：DAF 25 のリョクトウとデンプン標準品，(b)：タンパク

質とデンプン標準品．リョクトウの吸光度はサンプル濃度 5%に換算した． 
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さらに得られた種子のスペクトルを標準品と比較した．DAF 25 の種子では Aタイプ，Bタイ

プいずれのデンプン標準品よりも低周波側の吸光度が高くなった（Figure 1.8. (a））．よって，リ

ョクトウ種子ではデンプンだけでなく他の生体物質の吸収も低周波側のスペクトルに現れてい

る可能性が考えられる．2章で説明したようにタンパク質は炭水化物に次いで多い成分であり[7, 

8]，また過去の THz研究でタンパク質は低周波側で吸収が大きいことも示されている[9, 10]．よ

って，リョクトウの低周波側のスペクトルにはタンパク質の吸収が影響していると予想される．

これを検証するために，リョクトウに含まれる主要なタンパク質であるアルブミン（和光純薬，

品番：017-10504）とグロブリン（シグマアルドリッチ，製品コード：L3908-1G）の THzスペク

トルを測定した． 

ただしアルブミンとグロブリンは水に溶けるため，植物内では構造が変化している可能性が考

えられる．そこで水に溶解された後，凍結乾燥して得られて粉体をペレットにして測定した（サ

ンプル濃度 5%）．アルブミンとグロブリンの吸収スペクトルは、リョクトウと同様に低周波側

でデンプン標準品より高くなった（Figure 1.8. (b)）．これはリョクトウの低周波側の吸収スペク

トルにアルブミンやグロブリンが影響をしていることを示す結果と言える． 

 

    

Figure 1.9. 加水分解したリョクトウ種子の THz スペクトル．（a）吸収スぺクトル．(b)：二次微

分スペクトル． 

 

1-3-3 加水分解したリョクトウ種子のテラヘルツスペクトル 

 加水分解したリョクトウ種子の吸収スペクトルと二次微分スペクトルを Figure 1.9.に示す．二

次微分スペクトルでは多くのデップが見られた．これは分解能が細かすぎたために起きたノイ

ズと考えられる．以上のように，分解能 0.06 THz でペレットを測定すると生体物質の吸収かノ

イズかを判断することが難しくなる．4 章，5 章で示したように 9.1 THz のピークはデンプンに

由来する可能性が高いため，以下ではこのピークの二次微分強度とデンプン量から検量線を作

成した． 
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1-3-4 デンプン定量のための検量線 

Figure 1.10.に横軸をデンプン量，縦軸を 9.1 THzの二次微分強度とした検量線を示す．決定係

数 r2=0.96 という結果が得られたが，検量線が明らかに原点を取っていないことが分かる．この

要因としノイズの影響が考えられる．今回の測定では分解能が 0.06 THz と細かくノイズが出や

すい条件であったため，ピークにデンプン＋ノイズの情報が含まれておりピーク強度が大きく

見積もられた可能性が考えられる． 

以上のように THz 分光法を使ってリョクトウのデンプン合成過程もモニタリングできる可能

性が示唆されたが，測定方法やサンプル数が十分とは言いきれず再実験が必要となった． 

 

 

Figure 1.10. 発芽リョクトウを対象としたデンプン量推定のための検量線．検量線が原点を通ら

なかった要因としてノイズの影響が考えられる．  
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2章 A6細胞の培養 

A6 細胞はアフリカツメガエル（Xenopus laevis）の腎臓から取り出した細胞である．ガン細胞

などを培養する場合，培養環境を温度 37 ºC，二酸化炭素濃度 5%に保つ必要があるが，A6 細胞

は常温，二酸化炭素供給なしの環境でも成長するという利点がある．この性質を利用して，細胞

実験のモデルサンプルとして活用されている．以下では，A6 細胞の培養法について説明する． 

 

＜ 試薬 ＞ 

Table 2.1. A6 の培養に用いた試薬 

試薬 製造元 品番 

ライボビッツ培地 和光純薬 128-06075 

超純水 和光純薬 214-01301 

血清 Biosera 012BS961 

抗生物質 シグマアルドリッチ A5955-100ML 

トリプシン 和光純薬 201-16945 

 

＜ 培地 ＞ 

クリーンベンチ内で，ライボビッツ培地：超純水：血清：抗生物質 = 50：39.8：10：0.2になる

ように調整する[11]．ただし，超純水は予めオートクレープを用いて滅菌処理を行った．また，

血清は非動化処理済みのものを用いた． 

 

＜ 培養過程 ＞ 

ウォーターバスなどを用いて解凍した細胞懸濁液に培地成分を加えて，5 分間遠心分離した後，

上清液を除去し保存液を取り除く．再度，培地を加え 10 回ほどピペッティングをして均一な懸

濁液を用意する．培養に適したサイズのデッシュに懸濁液を静かに流し込む．本実験では，直径

6 cm のデッシュに約 4 mL の細胞懸濁液を入れ，常温で培養し，成長の様子を位相差顕微鏡

（AE30-SA1，島津理化）で観察した．播種直後の浮遊した細胞は円形をしているが（Figure 2.1 

(a)），数時間でデッシュに接着し，その後は細胞分裂を繰り返し増殖していった（Figure 2.1 (b)-

(d)）．培地は 5日ごとに交換した． 

細胞がデッシュの 70%程度になったタイミングで継代を行った（Figure 2.1. (e））．まず，トリ

プシンで細胞をデッシュから剥がすが，培地成分が残っているとトリプシンの作用が低下する．

そこで，培地を抜いた後，PBS で 2 回洗浄してから少量のトリプシンを添加する．過剰にトリプ

シンを加えると細胞へのダメージが大きくなる．本研究では 6 cm のデッシュに対して 1 mL の

トリプシンを加えて，静かに振とうし，細胞をデッシュから剥がした．その後，10%の DMSO を

含む培地を十分量加えた細胞懸濁液を 1.5 mL のチューブに移し，-80 ºC のフリーザーで保存し

た． 
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Figure 2.1. A6 細胞の成長の様子．(a)：播種直後，(b)：培養 4日目，(c)：培養 7 日目，(d) 培養 9

日目，(e)：培養 13日目． 
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