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山菜とは，野山に自生する食用植物の総称である。日

本のみならず，アジア，ヨーロッパ，北米・南米など，

世界のいたるところに生育している。生育する環境も々

で，山間部や平地を中心に，河川域や海岸などにも自生

している。各地域には，多種多様な山菜が存在し，古く

より食用として好まれている１）。

山菜は，毎年新しく芽が出て茎が伸長する多年草に分

類される。食用に供される部分は，これらの若芽や茎先
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ラット神経膠腫細胞に対する
山菜抽出物のアポトーシス誘導効果
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Many edible wild plants have been consumed as food. It has been reported that these plants have
antioxidants, antitumor and antibacterial activities. First, we examined the DPPH radical scavenging
activity and total polyphenol contents in １４ species of edible wild plants, which were collected from
the Yamanashi prefecture. A significant correlation between antioxidant activity and polyphenol
content was observed. Moreover, Akebia quinata, Pteridium aquilinum, Adenophora triphylla, Cacalia

delphiniifolia , Allium victorialis, Hosta sieboldiana, Vinca minor and Acer maximowiczianumwere found to
have significant antitumor effects against C６ glioma cells. The decrease of cell viability raises two
possibilities-induction of cell death or growth retardation. We then subjected the extracts to propidium
iodide（PI） and calcein-AM staining to distinguish between dead and live cells, respectively. The
extracts from A. maximowiczianuminduced an increase in the number of PI-positive cells. Moreover,
activation of caspase ３ and translocation of phosphatidylserine were observed in the extract-treated
cells suggesting that apoptosis might be the reason for decreased cell viability. On the other hand,
extracts of A. victorialis, H. sieboldiana, and V. minor induced abnormalities in the cell cycle in the G２/
M phase of cell cycle. Our data suggest that the antitumor effect of the edible wild plants might be
through the induction of apoptosis and cell cycle abnormalities.

（Received Oct. １５, ２０１４；Accepted Feb. １２, ２０１５）
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端部，若葉，根茎などが中心で，採取や収穫できる時期

が限定される。一般に山菜は野菜類と同様に，タンパク

質や脂質が少なく，食物繊維が多いのが特徴であるが，

加えてミネラルやビタミンが多く独特の風味をもつ。ま

た，アクの強いものが多く，生食では苦味や渋味，酸味，

えぐ味を強く感じるため，食用の際は，茹でる，煮る，

揚げるなどの処理を必要とする。これによりアクのもと

になる成分はほとんどが分解あるいは除去されるため，

加熱調理によって美味なものとして食することができる。

また，各地域の農山村には伝統的に，お浸しや煮物，和

え物など，多種多様な山菜料理が存在している２），３）。近

年，山野に自生している山菜を人工的に畑で栽培する技

術が確立され，店頭でも販売されるようになってきた。

最近では，ワサビやミツバ，フキ，ウド，セリなどの品

種に加え，タラノメやワラビ，ゼンマイ，ギョウジャニ

ンニクなども栽培が可能となり，都会でも貴重な山菜を

入手することができるようになってきている。また，山

菜は食用としての利用に加え，薬用としても古くより用

いられており，身近な民間療法の薬用食品として食され

ている２），３）。

また，消費者の健康志向が高まり，食品成分のもつ

様々な機能性に対する関心が高まってきている。自身の

健康や身体の機能に関係するため，大変興味も高く，食

によって糖尿病や高血圧症などの生活習慣病を予防した

いと願う人も多い。これら機能性成分の中で最も関心の

集まっているものとして，ポリフェノール類が挙げられ

る４）。近年では，ブドウに多く含まれるポリフェノール

類に脳神経機能の改善効果５），６）や抗ガン作用７），心疾患に

対する予防効果８）も報告されている。また，大豆イソフ

ラボンによる骨粗鬆症予防効果９），緑茶カテキンによる

心疾患予防効果および抗がん効果１０），１１）など，食品由来成

分の機能性について数多く報告がなされている。

山菜にもポリフェノールなど，身体の機能を調節しう

る成分が豊富に含まれていることが知られている１２）。こ

のような背景から，山菜における薬効やその機能性にも

注目が集まり，抗酸化活性や抗菌作用，抗腫瘍作用，抗

変異原性作用，解毒作用，糖尿病予防効果など様々な研

究が進められている１３）～１７）。山菜のもつ効能・機能性成分

としては，フラボノイド類，アントシアニン類，カロテ

ノイド類，アルカロイド類，サポニン，有機酸，ミネラ

ルなどが挙げられる。先に挙げた山菜特有のアクは，ポ

リフェノール類の一種であるホモゲンチジン酸や有機酸

の一種であるシュウ酸に由来している１８）。

これまでに，キク科に属するフキやフキノトウに抗酸

化作用や抗アレルギー作用，神経保護効果１９），２０），アブラ

ナ科に属するワサビに抗菌作用や解毒作用，抗腫瘍作

用２１）～２３），ウコギ科に属するウドやタラノメに抗酸化作用

や抗腫瘍作用，抗炎症作用，抗アレルギー効果２４）～２７），ユ

リ科のギョウジャニンニクに抗腫瘍作用や抗血栓作用，

解毒作用２８）～３０），ゼンマイ科に属するゼンマイやオシダ科

に属するクサソテツに抗酸化用や抗ウイルス作用のある

ことが報告されている３１），３２）。この他にも，アルカロイド

類やサポニンなども含め様々な作用が報告されており，

山菜には多種多様な生理活性物質が含まれていることが

推察される３３），３４）。一方で，山菜各品種の生理作用につい

ての検証はなされているものの，総合的に機能性を比較

した研究は乏しく，その報告が期待される。

今回試料採取を行った山梨県は，豊かな自然と風土に

囲まれ，特色ある農林産業が発展している。降水量が少

なく日照時間が長いという特徴を生かし，甲府盆地から

富士山，八ヶ岳山麓に至るまで，様々な野菜・果樹類が

栽培されている。山間部では清流を利用してクレソンや

タラノメなどが栽培されており，野山に自生する山菜や

キノコ類は貴重な植物資源となっている。本研究では，

山梨県内で採取しうる山菜を対象に，その生理機能につ

いて検討を行った。山梨県内で採取した１４種類の山菜に

ついて検討を行ったところ，ポリフェノール含有量と抗

酸化活性に高い相関がみとめられた。また，腫瘍細胞に

対する増殖抑制効果の検討を行ったところ，多数の山菜

に顕著な増殖抑制効果が確認された。特に，ワラビにお

いては顕著なアポトーシスが誘導されていた。さらに，

細胞周期に対する影響を検討したところいくつかの山菜

において細胞周期の異常がみとめられ，腫瘍細胞の増殖

が抑制されていることが明らかとなった。以上，今回得

られた知見について報告する。

実 験 方 法

１．材 料

山梨県総合農業技術センターおよび八ヶ岳薬用植物園

で採取した山菜（１４種類；アケビ，ミツバアケビ，ワラ

ビ，ツリガネニンジン，モミジガサ，セイヨウノコギリ

ソウ，ワレモコウ，ヤブカンゾウ，ギョウジャニンニク，

オオバギボウシ，ヒメツルニチニチソウ，イカリソウ，

メグスリノキ，センキュウ）を試料として用いた。なお，

アケビ，ミツバアケビ，ワレモコウ，メグスリノキにつ

いては，葉のみを使用し，それ以外の山菜については葉

および茎を使用した。

２．試料の調製および抽出

試料を凍結乾燥した後，ミルサー（IWATANI IFM-

７２０G-W）を用いて微粉砕した。試料１gを精秤後，８０％

メタノール４０�を加えてキュートミキサー（EYELA
CM-１０００１０分間）にかけ，遠心分離（４，０００rpm，１０分

間）して上清を回収した。残渣に再び８０％メタノール４０

�を 加 え て 同 様 の 抽 出 操 作 を 繰 り 返 し，ろ 紙
（KIRIYAMA４０φm/m）にて吸引ろ過を行った。得られ

た上清を合わせて２００�に定容しポリフェノール分析試
料とした。なお，生物学的な分析においては，ポリフェ

ノール分析試料を濃縮・乾固させた後に，１００�／�とな
るようにジメチルスルホキシド（DMSO）に再溶解さ

せ試料とした。
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３．総ポリフェノール含量の測定

ポリフェノール含量は，Folin-Denis法に準じ，タン

ニン酸の検量線から相当量として算出した。各分析試料

０．４�に，１０％炭酸ナトリウム溶液０．４�，フォーリン・
チオカルト試薬０．２�，蒸留水３�を加え撹拌した。室
温にて３０分間静置した後，反応液を９６wellプレートに移

し，分光マイクロプレートリーダーを用いて７５０nmにお

ける吸光度を測定した。同様に，タンニン酸を標準物質

として用いて検量線を作成し，得られた検量線から各分

析試料中の総ポリフェノール量を算出した。

４．DPPHラジカル消去活性の測定

分析試料０．１�と５００µMのDPPH（１，１－diphenyl－
２－picrylhydrazyl）－エタノール溶液０．４�を混合し，
室温，暗所で３０分間反応させた。反応液を９６wellプレー

トに移し，各抽出液の代わりにエタノール用いたものを

対照として，分光マイクロプレートリーダーを用いて５１７

nmにおける吸光度を測定した。同様に，標準物質とし

てTroloxを用いて検量線を作成し，得られたTroloxの

検量線から各分析試料のDPPHラジカル消去活性

（Trolox相当量）を算出した。なお，DPPH溶液は使用

直前に調製したものを用いた。

５．腫瘍細胞に対する増殖抑制効果の評価（MTTアッ

セイ法）

腫瘍細胞モデルとしてラット由来の神経膠腫細胞株

（C６glioma）を用いた。細胞培養には，１０％新生児牛

血清（GIBCO, USA）およびpenicillin G（５０unit／�），
streptomycin（５０µg／�）を含むpH７．４に調整したダル
ベッコ改変イーグル培地（DMEM）（Sigma）を使用し

た。９６wellプレートにC６gliomaを播種し（１万cells/

well），一晩培養した。翌日，培養液１００µ�を各濃度に
調製した試料入り無血清培地と入れ換えて培養した。２４

時間後，MTT法にて生細胞数を測定した（MTT法とは，

ミトコンドリアの還元能を利用した方法でミトコンドリ

アの脱水素酵素が３-（４，５-dimethyl-２-thiazolyl）-２，５-

diphenyltetrazolium bromideを還元することを利用し

ている）。MTT溶液による反応を２時間行い，反応停止

液を加え一晩反応させた。５７０nmにおける吸光度を測定

し，試料無添加系をコントロール（１００％）として細胞

生存率を算出した。

６．蛍光顕微鏡法による細胞死判定

２４ウェルプレートにC６gliomaを播種し（６万cells/

well），一晩培養した。翌日，培養液５００µ�を各濃度に
調製した試料入り無血清培地と入れ換えて培養した。２４

時間後，培養液５００µ�を染色液（染色液５００µ�／well（５

�の無血清培地にカルセインAM４µ�，Propidium
iodide（PI）６µ�，Hoechst３３３４２５µ�を混合したも
の）に入れ換え２０分間CO２インキュベーター内で反応さ

せた。染色液を無血清培地に交換した後，蛍光顕微鏡観

察を行い，写真を撮影した。解析は，撮影画像から細胞

数を計測し，死細胞率を算出した（死細胞率＝PI陽性細

胞数／（カルセインAM陽性細胞数＋PI陽性細胞数）×

１００）。カルセインAMでは生細胞が緑，PIでは死細胞が

赤色，Hoechist３３３４２ではアポトーシス細胞が青白，細

胞核が濃青色にそれぞれ観察される。

７．アポトーシス細胞の検出（Annexin V- および

Caspase-３の検出）

９６ウェルプレートにC６gliomaを播種し（１万cells/

well），一晩培養した。培養液１００µ�を各濃度に調製し
たサンプル添加培地に入れ換えて培養した。２４時間培養

した後，培養液を各種染色液（Annexin V-EnzoGoldを

無血清培地に１００倍希釈で添加した溶液（GFP-CertifiedTM

Apoptosis/Necrosis Detection Kit）または，NucViewTM

４８８ Caspase-３ substrateを無血清培地に１００倍希釈で添

加した溶液（NucViewTM ４８８ Caspase-３ Assay Kit）に

入れ換え１５分間CO２インキュベーター内で培養した。染

色液を無血清培地に交換した後，蛍光マイクロプレート

リーダーにて蛍光強度を測定し（Ex/Em：５５０／５７０nm

またはEx/Em : ４８８／５２０nm），その蛍光強度よりアポト

ーシス細胞の割合およびCaspase-３産生量を算出した。

８．細胞周期の解析

６�シャーレにC６gliomaを播種し（６０万cells/dish），
一晩培養した。培養液１�を各濃度に調製したサンプル
添加無血清培地に入れ換えて２４時間培養した。培養液を

除去した後，０．２５％トリプシン／EDTA溶液を添加して

細胞をシャーレからはがし，ピペッティングを行い，２

�チューブに細胞懸濁液を回収した。１，５００rpm，３min
遠心分離して上清を捨てた後，PBS溶液を加え再び細胞

を懸濁させた。１，５００rpm，３min遠心分離して上清を

捨てた後，７０％エタノール溶液を加えてよく懸濁し細胞

を３０分間固定した。１，５００rpm，３min遠心分離して上

清を捨てた後，PBS溶液を加え再び細胞を懸濁させた。

同様の洗浄操作を２回繰り返した。１，５００rpm，３min遠

心分離して上清を捨てた後に得られた細胞のペレットを

１００µ�のPBS溶液に懸濁した後，RNaseを０．１�／�とな
るように添加し，３７℃で３０分間反応させた。PI染色溶液

を添加し，３０分間，室温，暗所で反応させた後，Tali&

reg ; Image-Based Cytometerを用いて細胞周期の解析

を行った。

実験結果および考察

１．総ポリフェノール含量とDPPHラジカル消去活性

抗酸化活性を示す代表的な成分としてポリフェノール

類が挙げられる。生体内ラジカルや活性酸素が病気発症

の要因であることが解明されて以来，抗酸化作用は大変

注目を浴びている３５）～３８）。

そこで，山菜抽出物における総ポリフェノール含量と

DPPHラジカル消去活性の検討を行った。山菜抽出物の

総ポリフェノール含量をTable １に示した。アケビ，ミ

ツバアケビ，ワラビ，ツリガネニンジン，モミジガサ，

セイヨウノコギリソウ，ワレモコウ，ヤブカンゾウ，ギ
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ョウジャニンニク，オオバギボウシ，ヒメツルニチニチ

ソウ，イカリソウ，メグスリノキ，センキュウの抽出物

に含まれるポリフェノール含量は，それぞれ，１，１１３±

３４．８，１，６７７±１８．４，６００±７．９，６８４±２．９，３４５±

１７．２，１，０７３±７．３，２，００７±２０．７，２０８±３．６，５０±

１．２，１０６±６．６，８１０±７．６，４１８±１３．３，１，８４５±７．７，５２７

±１８．１�（タンニン酸相当量）／１００g（生鮮物）であっ
た。今回供試した山菜の中ではミツバアケビ，ワレモコ

ウ，メグスリノキにおけるポリフェノール含量が高いこ

と，一方，ヤブカンゾウ，ギョウジャニンニク，オオバ

ギボウシのポリフェノール含量が低いことが明らかとな

った。一般に市販されている野菜に含まれるポリフェノ

ール量は生鮮物１００g当たり，１～４００�（没食子酸相当
量）であることが知られている。抽出方法や定量方法，

換算の方法にもよると思われるが，今回の結果より山菜

の一部にはポリフェノールが豊富に含まれているといえ

る。

また，各山菜抽出物のDPPHラジカル消去活性につい

て検討したところ，アケビ，ミツバアケビ，ワラビ，ツ

リガネニンジン，モミジガサ，セイヨウノコギリソウ，

ワレモコウ，ヤブカンゾウ，ギョウジャニンニク，オオ

バギボウシ，ヒメツルニチニチソウ，イカリソウ，メグ

スリノキ，センキュウの抽出物のDPPHラジカル消去活

性 は，そ れ ぞ れ，０．３１±０．１２，０．６８±０．０２，０．３３±

０．０８，０．２３±０．０１，０．１３±０．００，０．４２±０．０４，０．６６±

０．０７，０．１０±０．０１，０．０５±０．００，０．０１±０．００，０．２８±

０．００，０．０８±０．０１，１．９９±０．３２，０．２４±０．００µg（Trolox

換算）/１００g（生鮮物）であった。ミツバアケビ，ワレ

モコウ，メグスリノキの抗酸化活性が高いこと，一方，

ギョウジャニンニク，オオバギボウシ，イカリソウの抗

酸化活性が低いことが確認された。

次に，山菜抽出物の総ポリフェノール含量とDPPHラ

Table１ Polyphenol content and radical scavenging activity of extracts of edible wild plants

Samples
Total polyphenols

（� TA eq/１００g-fresh weight）

Radical scavenging activity against DPPH

（µg Trolox eq/１００g fresh-weight）

アケビ Akebia quinata １,１１３±３４.８ ０.３１±０.１２

ミツバアケビ Akebia trifoliate １,６７７±１８.４ ０.６８±０.０２

ワラビ Pteridium aquilinum ６００± ７.９ ０.３３±０.０８

ツリガネニンジン Adenophora triphylla ６８４± ２.９ ０.２３±０.０１

モミジガサ Cacalia delphiniifolia ３４５±１７.２ ０.１３±０.００

セイヨウノコギリ Achillea mllefolium １,０７３± ７.３ ０.４２±０.０４

ワレモコウ Sanguisorba officinalis ２,００７±２０.７ ０.６６±０.０７

ヤブカンゾウ Hemerocallis fulva ２０８± ３.６ ０.１０±０.０１

ギョウジャニンニク Allium victorialis ５０± １.２ ０.０５±０.００

オオバギボウシ Hosta sieboldiana １０６± ６.６ ０.０１±０.００

ヒメツルニチニチソウ Vinca minor ８１０± ７.６ ０.２８±０.００

イカリソウ Epimedium grandiflorum ４１８±１３.３ ０.０８±０.０１

メグスリノキ Acer maximowiczianum １,８４５± ７.７ １.９９±０.３２

センキュウ Cnidium officinale ５２７±１８.１ ０.２４±０.００

Fig.１ Correlation between total polyphenols and radical
scavenging activity of extracts of edible wild plants

The solid line indicates the approximate curve inclusive of all samples

whereas the dotted line shows the approximate curve excluding Acer

maximowiczianum.
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ジカル消去活性の関係をFig．１に示した。ミツバアケビ，

ワレモコウなど，総ポリフェノール含量の高かった山菜

抽出物ほどDPPHラジカル消去活性が高く，ポリフェノ

ール含量とDPPHラジカル消去活性の間に強い相関関係

のあることが確認された（実線：R２＝０．９２４７）。しかし，

メグスリノキを含めた場合には低い相関関係となること

が明らかとなった（点線：R２＝０．５９１２）。一般に，ポリ

フェノール含量と抗酸化活性には高い相関のあることが

知られている３９），４０）。本検討においても，その傾向がみと

められたが，メグスリノキのみが際立って抗酸化活性が

高い結果となった。一般にポリフェノール以外の抗酸化

物質として，カロテノイド，ビタミンC，ビタミンE，

アミノ酸の一部などが知られている。AKAZAWAらは，

メグスリノキにカテキンとともにα-トコフェロールが含

まれていること，また，AcerosideやAcerogeninという

ジアリルヘプタイドが含まれ，これらの物質が抗酸化性

を示すことを報告している４１）。メグスリノキが示した高

い抗酸化活性はこれらの物質によるものと考えられる。

２．腫瘍細胞の細胞生存率に対する影響

悪性腫瘍（ガン）は，日本人の３大死因の一つであり，

脳卒中および心疾患とならび治療が期待される疾病の一

つである。このガンの発症には活性酸素種が深くかかわ

っていることが知られている。生体内に活性酸素種が過

剰に蓄積すると細胞内レドックスのバランスが変化し，

細胞内脂質やタンパク質の構造変化と機能不全がおこる。

また，これらの影響がDNAの損傷に及ぶと細胞のガン

化がおこる。ポリフェノールは活性酸素種を除去する物

質の代表として知られ，抗ガン効果について広く研究さ

れている。さらに，ポリフェノール類は生活習慣病の予

防にも効果のあることが知られており，これらを豊富に

含む食品の摂取による病気発症予防への期待は高い。

そこで本研究では，脳で発症するガン細胞の一種であ

るC６グリオーマ細胞を用いて山菜ポリフェノールの脳

腫瘍に対する増殖抑制作用の検討を行った。本研究でモ

デル細胞としたC６グリオーマは脳腫瘍の一種で，主な

治療方法は手術による摘出である。すべてのグリオーマ

を脳内から取り除くことは難しいこと，また，放射線治

療に対して抵抗性をもつこと，特効薬（抗がん剤）がな

いことが問題となっており，その治療方法の開発が望ま

れている。

はじめに，C６gliomaの細胞培養系に山菜抽出物を

０．１，０．２，０．４�／�となるように添加し２４時間培養した
際のコントロールに対する細胞生存率および５０％細胞生

存率濃度（CC５０；５０％cytotoxicity concentrations）を

Fig．２に示した。各山菜抽出物を０．４�／�となるように
添加した際の細胞生存率は，コントロール，アケビ，ミ

ツバアケビ，ワラビ，モミジガサ，セイヨウノコギリソ

ウ，ワレモコウ，ヤブカンゾウ，ギョウジャニンニク，

オオバギボウシ，ヒメツルニチニチソウ，イカリソウ，

メグスリノキ，センキュウ，それぞれ，１００．０±

９．１，１２．５±１０．０，８０．６±７．９，５８．７±１２．８，６８．４±

１２．８，６１．１±１２．０，１０７．９±１９．１，７６．０±２１．４，９２．３±

１４．５，４２．６±１０．５，４．９±２１．１，２４．１±１１．８，７７．６±

８．３，５５．２±１８．３，８５．１±１０．３％であった。また，各山

Fig.２ Effects of extract of edible wild plants on the viability of C６
glioma cells

The cells were treated with extracts from edible wild plants at the

indicated concentrations for ２４ h, and the cell viability was quantified

with an MTT assay. The values are represented as mean ± SD in

comparison to the untreated cells （ control ）. CC５０ showed ５０％

cytotoxicity concentrations.（＊p＜０.０５, ＊＊p＜０.０１, ANOVA）.

（ 7 ） 〔報 文〕 山菜抽出物のアポトーシス誘導効果 95



菜抽出物添加時のCC５０は，それぞれ，０．３１，３．３３，０．５２，

０．６５，０．５３，０．９７，１．３０，１．６３，０．３５，０．１６，０．２０，０．

８８，０．４３，１．４３であった。アケビ，ワラビ，ツリガネニ

ンジン，モミジガサ，ギョウジャニンニク，オオバギボ

ウシ，ヒメツルニチニチソウ，メグスリノキの山菜抽出

物に顕著な細胞生存率の低下がみとめられた。オオバギ

ボウシのCC５０が最も低く，０．１６�/�，続いて，ヒメツ
ルニチニチソウ，アケビ，ギョウジャニンニク，メグス

リノキ，ワラビ，モミジガサの順であった。また，初代

培養グリア細胞系（正常細胞）に山菜抽出物を添加して

２４時間後の細胞生存率を測定したところ顕著な低下は認

められなかった。従って，正常細胞に対する毒性は低い

と考えられる（データ記載なし）。

Table１に示したように，アケビ，ワラビ，ツリガネ

ニンジン，ヒメツルニチニチソウ，メグスリノキは，ポ

リフェノール含量も高く，顕著な細胞生存率の低下がみ

とめられた。久保田らは，重量の約７割がエピカテキン，

エピガロカテキンといったカテキン類で占められる緑茶

熱水抽出物をヒト肝ガン細胞（HepG２）の培養系に添加

（０．１�/�の濃度）すると細胞の生存率が顕著に低下す
ることを報告している４２）。本実験に供試した山菜抽出物

は久保田らの用いた緑茶熱水抽出物ほど高ポリフェノー

ル含有ではないものの顕著に細胞生存率を低下させてい

た（培養系における終濃度は０．１～０．４�/�）。したがっ
て，アケビ，ワラビ，ツリガネニンジン，ヒメツルニチ

ニチソウ，メグスリノキは緑茶熱水抽出物のようにポリ

フェノール含有量が多く抗ガン作用が発揮されたと考え

られる。

一方，モミジガサ，ギョウジャニンニク，オオバギボ

ウシは，ポリフェノール含量，抗酸化活性とも低い値で

あったものの，腫瘍細胞に対して強い生存率低下作用を

示した。OKABEらは，メグスリノキの葉に含まれる

geraniinが内因性発癌プロモーターを阻害することで発

ガン効果を発揮することを報告しており４３），オオバギボ

ウシ，ギョウジャニンニク，モミジガサには，ポリフェ

ノール類やその他の抗酸化性物質に類似しない阻害・影

響因子，すなわちgeraniinのような物質が含まれており

生存率低下が示された可能性が考えられる。

また，ポリフェノール含量および抗酸化活性の高かっ

たミツバアケビ，ワレモコウにおいては細胞生存率の低

下はみとめられるものの，CC５０は他の山菜と比較して高

い値となった。これまでにフキやタラノメに細胞保護効

果のあることが報告されており１７），１９），ミツバアケビやワ

レモコウには他の山菜とは異なり，細胞保護効果を発揮

するポリフェノールまたはその他の物質が含まれている

か，または抗ガン作用が発揮されないポリフェノールが

含まれている可能性が考えられる。

さらに，ポリフェノール含量の高かったセイヨウノコ

ギリソウは，細胞生存率の低下にほとんど効果を示さな

かった。したがって，セイヨウノコギリソウには細胞保

護効果を発揮するポリフェノールまたはその他の物質が

含まれているか，または抗ガン作用が発揮されないポリ

フェノールが含まれているのかもしれない。

本検討の結果から，山菜に含まれるポリフェノール類

のすべてが抗腫瘍活性を示すわけではないことが推察さ

れる。ポリフェノールは，高分子として存在しているも

のも多く，また配糖体として存在するものも多い。その

ため成分によって，細胞に取り込まれていない可能性も

考えられる４４）。細胞への影響については物質の存在形態

を考慮しなければならないと考えられる。

３．蛍光顕微鏡を用いた生死細胞判定

山菜抽出物を添加して培養した際の生細胞および死細

胞を蛍光顕微鏡にて撮影し，得られた画像より死細胞の

割合を算出した。結果をFig．３に示した。なお，代表的

な蛍光撮影画像としてコントロール，アケビ，ワラビ，

オオバギボウシ，メグスリノキをあわせて示した。コン

トロール，アケビ，ミツバアケビ，ワラビ，モミジガサ，

セイヨウノコギリソウ，ワレモコウ，ヤブカンゾウ，ギ

ョウジャニンニク，オオバギボウシ，ヒメツルニチニチ

ソウ，イカリソウ，メグスリノキ，センキュウ，それぞ

れの死細胞の割合は，０．５２±１．３２，６．１８±４．３５，０．９６±

１．３６，１８．３９±４．４５，２．６２±２．７６，４．３５±４．２９，３．８４±

２．８６，３．４６±３．３４，０．２２±０．５３，０．２０±０．３２，３．６１±

４．２８，０．９８±１．５２，０．１３±０．３１，６．９０±３．６１，３．３４±３．７４％

であった。各山菜抽出物のうち，細胞生存率の検討で顕

著な低下のみられたアケビ，ワラビ，メグスリノキにお

いて有意な死細胞割合の増加がみとめられた。しかし，

細胞生存率の低下がみとめられたツリガネニンジン，モ

ミジガサ，ギョウジャニンニク，オオバギボウシ，ヒメ

ツルニチニチソウでは有意な差はみとめられなかった。

一般に，抗腫瘍効果は，細胞の増殖を抑える効果と細胞

死を誘導する効果に大別される。本検討結果から，アケ

ビ，ワラビ，メグスリノキには，死細胞を誘導する作用

のあること，また，ツリガネニンジン，モミジガサ，ギ

ョウジャニンニク，オオバギボウシ，ヒメツルニチニチ

ソウには細胞増殖を抑制する作用のあることが考えられ

る。これまでに，緑茶カテキンに細胞増殖を抑える効果

や細胞死を誘導する効果が報告されているが４５），４６），アケ

ビのブタノール抽出画分やワラビの水溶性画分に細胞毒

性およびアポトーシス誘導効果のあることが報告されて

いる４７），４８）。今回，アケビやワラビにみとめられた死細胞

の増加はポリフェノール類に限定されないものの，これ

ら成分を含め細胞毒性またはアポトーシスを誘導する成

分が含まれていることを示唆している。

４．アポトーシス誘導効果

次に，山菜抽出物による細胞死誘導がアポトーシスで

あるか否かを確認するため，Annexin-VおよびCaspase

－３による検討を行った。結果をFig．４に示した。コン

トロール，アケビ，ミツバアケビ，ワラビ，モミジガサ，

セイヨウノコギリソウ，ワレモコウ，ヤブカンゾウ，ギ
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ョウジャニンニク，オオバギボウシ，ヒメツルニチニチ

ソウ，イカリソウ，メグスリノキ，センキュウのAnnexin

-Vの 蛍 光 強 度 は，そ れ ぞ れ，１００．０±２．４，９８．３±

１１．４，７９．６±６．５，１６９．６±９．４，７２．５±２．７，５９．９±

６．０，５９．０±２．４，１０２．２±５．７，９６．２±５．８，６４．１±

６．５，９８．７±２５．６，９７．３±１０．４，５９．３±３．５，１２５．３±

３．３，６４．４±９．３％であり，Caspase－３活性は，それぞ

れ，１００．０±５．１，１５６．３±１３．２，１３９．７±８．９，２２８．９±

２１．２，１２４．８±１３．４，６８．９±９．３，６５．６±１．１，１５５．５±

８．６，１３２．４±１３．３，７７．０±４．３，８８．２±３３．２，１６２．２±

９．４，７８．２±６．２，１３８．８±５．０，７１．８±１３．５あった。

Annexin-Vの検討では，ワラビ，メグスリノキにおい

て有意な蛍光強度の増加がみとめられた。また，Caspase

-３活性の検討では，アケビ，ミツバアケビ，ワラビ，ワ

レモコウ，ヒメツルニチニチソウ，メグスリノキにおい

て，Caspase-３活性が有意に上昇していた。これまでに，

緑茶に含まれるカテキン類，ブドウに含まれるレスベラ

トロール，タマネギに含まれるケルセチンや柑橘類のナ

リンギンなどのフラボノイド類によるアポトーシス誘導

効果が報告されている４５），４６），４９）～５３）。また，クロロゲン酸や

カフェ酸などのポリフェノール類にもアポトーシス誘導

効果のあることが報告されている５４），５５）。山菜にはフラボ

ノイド類やアントシアニン類に加えて，これらクロロゲ

ン酸やカフェ酸が含まれていることも知られており５６），５７），

ワラビおよびメグスリノキにおいてみとめられた死細胞

割合の増加は，アポトーシス誘導によるものではないか

と考えられる。また，それら以外の山菜抽出物において

もCaspase-３活性の上昇がみられたことから初期のアポ

トーシス誘導が引きおこされている可能性が考えられる。

今回，ポリフェノール以外の成分について定量は行って

いないものの，その他細胞死誘導に関与しうる物質の存

在が示唆される４７），４８）。

一方，モミジガサ，セイヨウノコギリソウ，ギョウジ

ャニンニク，イカリソウ，センキュウにおいてはコント

ロールに比較してアポトーシス誘導が抑えられている傾

向がみとめられた（Fig．４）。これまでにポリフェノール

類を中心として，植物には酸化ストレスによる細胞死を

抑制する効果を有する物質が含まれていることが数多く

Fig.３ Induction of C６ glioma cell death by the extracts from edible wild
plants

The cells were treated with extracts from edible wild plants for ２４ h （final

concentrations of each sample were ０.２�/�）. Photograph shows the typical live-
dead staining pattern of extracts-treated C６ glioma cells. The cells were subjected

to live/death cell staining with calcein-AM, PI and Hoechst ３３３４２. The live cells

were stained with calcein-AM and the dead cells were stained with PI（arrows）

as seen as the upper panels. The lower panel represents Hoechst ３３３４２ staining.

The values were represented as the mean percentage of PI-positive cells ± SD.

（＊p＜０.０５, ＊＊p＜０.０１, ANOVA）.
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報告されている５８）～６０）。今回供試した山菜抽出物にも細胞

死抑制効果を有する物質が含まれている可能性が考えら

れる。おそらく，抗酸化作用に起因する細胞死保護効果

が発揮され，アポトーシスが一部抑制されるという複合

的な結果が現れているのではないかと考えられる。

５．細胞周期に対する影響

次に，山菜抽出物の細胞周期への影響について検討し

た結果をFig．５に示した。ミツバアケビ，ワラビ，ワレ

モコウ，メグスリノキにおけるsubG１期細胞割合が増加

しており，これら山菜抽出物によってアポトーシスが誘

導されていたことが示唆される。

また，ミツバアケビおよびセイヨウノコギリソウにお

いては，S期細胞割合の減少とG２／M期細胞割合の増加，

アケビ，ヤブカンゾウ，ギョウジャニンニク，オオバギ

ボウシ，ヒメツルニチニチソウ，メグスリノキ，センキ

ュウにおいてはG２／M期細胞割合の増加がそれぞれみと

Fig.４ The apoptosis-inducing effect of extracts from edible wild plants
on C６ glioma cells

The cells were treated with extracts from edible wild plants for ２４ h（final

concentrations of each samples were ０.２ �／�）, and then treated with
respective assay reagents. The values are represented as mean ± SD in

comparison to control.（＊p＜０.０５, ＊＊p＜０.０１, ANOVA）

Fig.５ The effect of extracts from edible wild plants on the cell
cycle of C６ glioma cells

The cell cycles were analyzed using image-based cytometry of the PI

stained cells. The C６ glioma cells were treated with each extracts for

２４ h, and then harvested, fixed, and stained with PI. The values were

represented as the mean ratio of the number of cells in each phase to

the total number of cells ± SD.
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められており，これら山菜抽出物がG２／M期における細

胞周期阻害を引きおこしていると考えられる。さらに，

ワラビにおいては，S期とG２／M期細胞割合の減少による

顕著なG０／G１期細胞割合の増加がみとめられており，G０／

G１期における細胞周期阻害が引きおこされていると考え

られる。

一方，ギョウジャニンニク，オオバギボウシ，ヒメツ

ルニチニチソウにおいては，細胞生存率の低下がみとめ

られたものの（Fig．２），死細胞の割合増加（Fig．３）お

よびAnnexin-Vの蛍光強度の上昇（Fig．４）はみとめら

れなかったが，G２／M期における細胞周期に異常がみと

められたことから，細部生存率の低下は細胞周期異常に

よる増殖阻害と考えられる。また，ツリガネニンジンお

よびモミジガサにおいてはいずれの影響もみとめられな

かったため，ネクローシスによる細胞死である可能性が

高いと考えられる。

これまでに，クロロゲン酸やクルクミン誘導体による

G２／M期阻害やレスベラトロールやケルセチンによるG１
期阻害が報告されている５０）～５３），５５），５６），６１）。シソやホウレン草

といった葉菜類と同様山菜類にはクロロゲン酸が豊富に

含まれていることが知られている５６），５７）。また，山菜のイ

タドリ（タデ科の多年草）の根にはレスベラトロールが

含まれているという報告がある６２）。今回供試した山菜の

レスベラトロール定量は行っていないが，クロロゲン酸

の定量を行ったところほとんどの山菜にクロロゲン酸が

含まれていた（データ記載なし）。したがって，G２／Mお

よびG０／G１期における細胞周期の異常にはクロロゲン酸

が関与している可能性が考えられる。また，今後ケルセ

チンやレスベラトロールの定量を行い細胞周期異常への

関与を確認するとともにその作用機序を明らかにする必

要があると考えられる。

要 約

野山に自生する山菜の多くは古くより食用として好ま

れてきた。また，これら山菜は様々な効能をもつことか

ら民間療法として薬用にも用いられている。山菜由来成

分には，抗腫瘍効果や抗酸化作用，抗菌活性，抗肥満作

用などが報告されており，多種多様な生理活性物質が含

まれている。本研究では，山梨県内で採取される山菜の

機能性成分と生理活性について検討を行った。試料は，

山梨県総合農業技術センター，八ヶ岳薬用植物園で採取

した山菜を使用した。

１４種類の山菜の総ポリフェノール量およびDPPHラジ

カル消去活性を測定したところ，ミツバアケビ，ワレモ

コウ，メグスリノキにポリフェノールが多く含まれてお

り，抗酸化活性が高いことが確認され，ポリフェノール

含量と抗酸化活性に高い相関がみとめられた。次に，こ

れらサンプルのC６glioma株に対する抗腫瘍効果につい

て検討を行ったところ，アケビ，ワラビ，ツリガネニン

ジン，モミジガサ，ギョウジャニンニク，オオバギボウ

シ，ヒメツルニチニチソウ，メグスリノキに濃度依存的

な抗腫瘍効果が認められた。特に，オオバギボウシとヒ

メツルニチニチソウにおいては低濃度で顕著な抗腫瘍効

果が確認された。また，カルセイン－AMおよびプロピ

ディウムイオダイドを用いた生死細胞の判定を行ったと

ころ，アケビおよびワラビ，メグスリノキにおいて顕著

な細胞死が誘導されており，アポトーシスの指標である

Caspase-３の活性の上昇や細胞膜成分の転移が確認され

たことから，これら山菜による抗腫瘍効果はアポトーシ

スであると考えられる。一方，ギョウジャニンニク，オ

オバギボウシ，ヒメツルニチニチソウにはG２／M期にお

ける細胞周期に異常がみとめられた。今回供試した山菜

による抗腫瘍効果はアポトーシスおよび細胞周期の異常

であると考えられる。
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Japan is a major citrus fruit-producing country１）,

and Ehime Prefecture is one of the main citrus fruit

producing regions in Japan. As many as ２０major

citrus varieties are cultivated in Ehime annually.

The quality of fresh produce is greatly affected

by internal concentrations of CO２ and O２２）, which

are influenced by intercellular space volume（Vin）.

Vin acts as a diffusion pathway through plant

organs to supply adequate O２ for respiration３） and

allows evolution of CO２. Moreover, the network of

Vin has been described as a system for the gaseous

transport of O２, CO２, C２H４, and other physiologically

important gases４），５）.

According to a number of gas exchange studies,

Vin of fruit is an important factor２），６）～９）. Some studies

have shown that gas exchange１０） and respiration１１） in

fruit are directly influenced by Vin, and fruit tissue

with a small Vin results in low respiration１１）. Other

studies focusing on Vin in apples and pears have

shown that fruit with greater Vin or porosity, that

is, the ratio of Vin and total volume of a fruit, had

higher internal gas diffusion１２） and became softer１３）

or more mealy１４）. Furthermore, a study on tolerance

to controlled atmosphere （ CA ） conditions has

suggested that this tolerance depends on Vin or

porosity. For instance, although the apple cultivar

Cox’s Orange is characterized by low porosity and

has a low tolerance to CA, fruit with high porosity

tends to have a high tolerance to CA１０）.

From the above studies, it can be concluded that

Vin is an important factor in estimating sensitivity of

fruit to low levels of O２, high levels of CO２, or both

in the surrounding atmosphere and in determining

appropriate concentrations for CA storage or

modified atmosphere packaging（MAP）. To further

develop MAP or CA storage techniques focusing on

citrus fruit, we are studying gas diffusion

characteristics in plant organs１５） and respiration

function in the intercellular space, and we plan to

establish a prediction and control method of O２ and

CO２ concentrations in the intercellular space. In this

research, the Vin value of citrus fruit is required.

To the best of our knowledge, this is the first

study to determine Vin of various citrus species.

§ E-mail : hikida.yoshio.mc@ehime-u.ac.jp

Mathematical Modeling of Intercellular
Space Volume of Citrus Fruits

DIRPAN Andi＊１, ＊２, HIKIDA Yoshio＊１§,
CHIBA Hironori＊１ and OGAWA Yukiharu＊３

＊１ Faculty of Agriculture, Ehime University, 3−5−7 Tarumi, Matsuyama, Ehime 790−8566

＊２ Department of Food Science and Technology, Hasanuddin University, Makassar 90245, Indonesia

＊３ Graduate School of Horticulture, Chiba University, 648 Matsudo, Matsudo-shi, Chiba 271−8510

The aim of the present study is to determine the intercellular space volume（Vin）of citrus fruits
and to develop a simple prediction method for Vin. In determining Vin, the mass（m）, vertical and
horizontal diameters（vd, hd）, total volume（Vt）, and real density（Pt）of eight species of citrus fruits
of different sizes were measured. The results showed that each species had various Vin, which
depended on fruit size ; in other words, the larger the size of the fruit, the larger the Vin. However,
the levels of porosity（O/）in each species were not fully proportional to fruit size. The model used to

develop the simple prediction method for Vin（Vin=Vt－
m

１.０６４７, where Vin and Vt are in cubic

centimeters and m is in grams）, exhibited a high determination coefficient（R２＝０.９９９）, modeling
efficiency（EF = ０.９９９）, index of agreement（d = ０.９９９）, and paired t-test value（０.３６５）. It was
concluded that the model is suitable for predicting Vin of citrus fruits.

（Received Sep. ２２, ２０１４；Accepted Feb. １２, ２０１５）

Key words：intercellular space volume, citrus, mathematical modeling, modified atmosphere packaging,

controlled atmosphere storage
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The objective of this study is to determine Vin

using the pycnometric method and to develop a

simple prediction method for Vin. The pycnometric

method is time consuming because ground samples

are required. Accordingly, a prediction method can

be simply applied to determine the Vin of citrus

fruits.

Materials and methods

１．Materials

The experiment used eight species of freshly

harvested citrus fruit at Ehime University farm :

Iyokan（Citrus iyo hort. ex Tanaka）, Navel（Citrus

sinensis L. Osbeck var. brasiliensis Tanaka）, Ponkan

（Citrus reticulata Blanco）, Siranui （ Citrus unshiu

Marcov x Citrus sinensis Osbeck x Citrus reticulata

Blanco）, Amanatsu （ Citrus natsudaidai Hayata ）,

‘Kiyomi’ tangor （ Citrus unshiu Marcov. forma

miyagawa-wasex C. sinensis Osbeck）, Lime （Citrus

aurantifolia）, and Unshu （Citrus unshiu Marc. cv.

Kuno）. Each species consisted of five sizes（S, M, L,

２L, and ３L）, except Lime, for which only two sizes

were used（small and large）because of the absence

of size standards. The citrus fruits were measured

just after harvest（Table １）.

２．Physical measurements

The mass, diameter, volume, and apparent density

were measured for five whole fruits for each size :

２５ fruits were measured for each species except

Lime, for which １０ fruits were measured. For real

density, citrus tissue was measured in five fruits

each of the two middle sizes （L and ２L） per

species, except for Lime with small and large sizes,

giving a total of １０ fruits measured for each species.

The real density of peel and flesh and the

apparent density of a segment of fruit were

measured only for Unshu, which was considered to

have a typical morphology of citrus, with five fruits

each of the two middle sizes（L and ２L）, giving a

total of １０ fruits measured. The apparent density of

a segment was measured in three segments for

each fruit.

（１）Mass and diameter Fruit mass （m）was

measured using an electric balance accurate to ０.１ g.

Vertical dimension（vd）, and horizontal dimension １

（hd１）and ２（hd２）, which perpendicularly intersect,

were measured using slide calipers accurate to １

mm. Vertical dimension represents the measurement

from one apex to the next. Horizontal dimension

represents the measurement of the equatorial axis.

（２）Volume A technique based on Archimedes’

principle was used to determine the total volume

（Vt） of fruit. Buoyancy was measured using an

electric balance accurate to ０.１ g when a sample

was submerged in water. Sphere equivalent volume

（Vs）was also calculated by assuming that the fruit

Table １ Vertical dimension （ vd ） and horizontal
dimension（hd）of eight citrus species

Harvest date Species Size
Diameters（�）

vd hd

２２ January Navel S ６.１ ６.６

M ６.６ ６.９

L ７.６ ７.７

２L ８.０ ８.２

３L ８.４ ８.９

２３ January Iyo S ５.８ ７.０

M ６.７ ７.９

L ７.５ ８.５

２L ７.８ ９.２

３L ８.４ ９.７

８ February Ponkan S ５.３ ５.９

M ５.９ ６.３

L ６.２ ６.７

２L ６.５ ７.５

３L ７.５ ７.８

４ March Siranui S ６.２ ６.４

M ６.６ ７.０

L ７.２ ７.７

２L ７.６ ８.３

３L ８.４ ８.９

１３April Amanatsu S ７.３ ８.６

M ７.４ ９.２

L ７.６ ９.７

２L ８.１ １０.２

３L ８.５ １０.９

３ March ‘Kiyomi’

tangor

S ５.３ ６.０

M ５.８ ６.７

L ６.１ ６.８

２L ６.７ ７.８

３L ７.４ ８.３

５ November Lime Small ５.０ ４.８

Large ６.２ ５.６

４ December Unshu S ４.７ ５.９

M ４.９ ６.５

L ５.１ ７.１

２L ５.４ ７.７

３L ６.０ ８.４

All measurements were performed in quintuplicate（n＝５）
in ２０１３. hd was obtained from mean values of hd１ and hd２,
which perpendicularly intersect.
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is a sphere with a diameter the average of vd, hd１,

and hd２.

（３）Real density and apparent density Real

density（Pt） of citrus tissue was measured using

the pycnometric technique１６） . First, a ２５�
pycnometer filled with distilled water was weighed

（W１）using an electric balance accurate to ０.００１ g.

The density of distilled water was ０.９９８２ g/� while

the temperature of the distilled water was kept at

２０℃. Next, after the water in the pycnometer was

removed, the pycnometer was weighed （ W２）.

Approximately １０ g of ground sample by mortar

and pestle that is one -eighth of a whole sample

（stem end, consisting of peel and flesh）was placed

in the pycnometer and weighed（W３）. The sample

weight in the pycnometer can be obtained by

subtracting W２ from W３. Next, the sample in the

pycnometer was submerged in water ; subsequently,

the pycnometer was placed in a vacuum （０.０１

MPa）for up to ３０ min to eliminate the air bubbles

in the sample. Next, the pycnometer containing the

sample was filled fully with distilled water and

weighed（W４）. Finally, real density was calculated

using the following equation.

Pt ＝０.９９８２
W３－W２

W１ + W３－W２－W４
…………………（１）

Pt : Real density of citrus tissue（g/�）
The pycnometric technique was also applied to

the peel and flesh of Unshu fruit to determine their

real density.

The apparent density of whole fruit （Pa） was

calculated as the ratio of fruit mass（m） to total

volume（Vt）.

The apparent density of a segment of Unshu fruit

was also calculated as the ratio of the mass to the

volume, which was measured using Archimedes’

principle.

３．Determination of intercellular space volume

and porosity

Intercellular space volume （Vin） was calculated

after measuring mass, total volume, and real density.

Vin is the difference between total volume and the

volume of fruit tissue１６）（Equation（２））. Therefore,

Vin was calculated using Equation（３）.

Vin = Vt－Vtissue ……………………………………（２）

Vin = Vt－mPt ………………………………………（３）

Vin : Intercellular space volume（�）
Vt : Total volume of whole fruit（�）
Vtissue : Volume of fruit tissue（�）
m : Mass of fruit（g）

Pt : Real density of fruit tissue（g/�）

Porosity（φ）was determined using the following

equation.

O/ =VinVt１００ …………………………………………（４）
O/ : Porosity（％）

４．Measurement of moisture content

Moisture content was measured using the oven

drying method （１００℃ for ２４ h）. We measured

samples of about one -eighth of a whole fruit. All

samples were weighed using an electric balance

accurate to ０.００１ g. Wet basis moisture content was

presented as a percentage.

５．Statistical analysis

For real density between two fruit sizes（L and

２L, small and large for Lime）in all species, the t -

test （ independent sample ） with a level of

significance of P＜０.０５ was applied to assess the

differences. We used Tukey’s test with a level of

significance of P＜０.０５ to determine the significance

of differences among means of species. To analyze

the data, we used SPSS software for Windows

version １６.０（SPSS Inc. , IL, USA） and Microsoft

Excel ２０１０.

Results and Discussion

１．Real density and moisture content

Table ２ shows the size, real density, and moisture

content of eight citrus species. Real density did not

significantly differ between the two fruit sizes for

all the species（P＜０.０５）. This result suggests that

the mean value of the two fruit sizes for all species

can be applied to the other sizes. Using Navel as

an example, the mean value of １.０６７６ for L and ２L

can be applied to the other three sizes（S, M, ３L）.

For real density among the species, Unshu and

Lime were grouped together and the six remaining

species were grouped together, with a significant

difference between the two groups. To investigate

the difference in real density among the species, the

relationship between moisture content and real

density was examined. As shown in Table ２, species

with higher moisture content had lower real density,

and vice versa. For instance, while the average of

the means for moisture content and real density of

Lime and Unshu were ８６.２９％ and １.０５３１ g/� ,
respectively, the corresponding average mean values

for Navel, Iyokan, Ponkan, Siranui, Amanatsu, and

‘Kiyomi’ tangor were ８２.９６％ and １.０６７８ g/� ,
respectively. This result was consistent with a study

by ABHAYAWICK et al.１７）, in which the moisture

content of three onion varieties was investigated ;
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the onion varieties with higher moisture had lower

real density.

Table ３ presents the real density and moisture

content of the peel, flesh, and a mixture of peel and

flesh for two sizes（L and ２L）of Unshu. The real

density of peel was higher than that of flesh and a

mixture of peel and flesh at １.０６９６ g/cm３, １.０４２０ g/

� , and １.０５００ g/� , respectively. Tukey’s test

revealed differences in the real density of peel

compared with flesh and a mixture of peel and

flesh. A distinct difference in moisture content

suggested the difference in real density. This

phenomenon was similar to the previous discussion,

showing that the higher the moisture content, the

lower the real density.

The real density of Lime and Unshu was less

than that of the other six species ; however, total

real densities ranged from a minimum of １.０４０９ g/

� to a maximum of １.０８３８ g/� with a very small

standard deviation of ０.００７７ g/� and standard

error of ０.０００５７ g/� , and the total mean was
１.０６４７ g / � . All the species were therefore

considered to have generally the same value as the

total mean. The real density range was similar to

that found in a previous study of mandarin citruses

with a range from０.８１ g/� to １.０８ g/�１８）.

２．Intercellular space volume and porosity

Table ４ shows the physical properties of the

eight citrus species. While the intercellular space

volume（Vin）of the L and ２L sizes was calculated

by measuring real density, Vin of the other three

sizes（S, M, ３L）was calculated by applying the

mean value of real density from the L and ２L sizes,

except for Lime. Vin is a property of the cultivars

that depends on the growing season１９），２０）. From the

results, we see that size, mass, and total volume

were proportional to Vin for each species. For all

species, Vin ranged from４.２� to １４２.２�, in which
３L Amanatsu was the highest.

The porosity of all species ranged from ６.７％ to

２９.４％. The results showed that while Amanatsu

and Lime had a porosity proportional to their size,

the remaining samples showed otherwise. For

Table ２ Real density and moisture content of sizes L
and ２L for eight species of citrus fruits

Species Size
Real

Density＊

（g/�）

Moisture
content＊＊

（％）

Navel L １.０６６７ ８１.３２

２L １.０６８５ ８１.３２

Mean １.０６７６a ８１.３２

Iyo L １.０６６１ ８４.７２

２L １.０６４８ ８４.３３

Mean １.０６５５a ８４.５３

Ponkan L １.０６９７ ８３.８１

２L １.０７０４ ８２.６２

Mean １.０７００a ８３.２２

Siranui L １.０７１０ ８１.６１

２L １.０６６６ ８０.４３

Mean １.０６８８a ８１.０２

Amanatsu L １.０６７５ ８３.３５

２L １.０６２７ ８３.１２

Mean １.０６５１a ８３.２４

‘Kiyomi’ L １.０７３６ ８４.４５

Tangor ２L １.０６５９ ８４.３７

Mean １.０６９７a ８４.４１

Lime Small １.０５７７ ８６.９１

Large １.０５４６ ８６.１６

Mean １.０５６２b ８６.５３

Unshu L １.０５１５ ８６.５６

２L １.０４８５ ８５.５４

Mean １.０５００b ８６.０５

＊All measurements were performed in quintuplicate（n＝５）.
＊＊All measurements were performed once（n＝１）.
Means of real density followed by different letters are
significantly different as determined by the Tukey test at P
<０.０５.
Values of real density are not significantly different as
determined by the t -test at P < ０.０５ on the L and ２L
sizes for all species, including Lime with small and large
sizes.

Table ３ Real density and moisture content of peel,
flesh, and mixture of peel and flesh for Unshu

Measurements
Real
density＊

（g/�）

Moisture
content＊＊

（％）

Peel １.０６９６a ７７.２２

Flesh １.０４２０b ８８.４６

Mixture of peel and flesh １.０５００b ８６.０５

＊All measurements were performed ten times（n＝１０）: size
L＝５ and ２L＝５.
＊＊All measurements were performed twice（n＝２）: size L＝
１ and ２L＝１.
All data are expressed as the mean. Means of real density
followed by different letters are significantly different, as
determined by the Tukey test at P < ０.０５.
Real density for the mixture of peel and flesh is taken from
Table ２.
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example, Iyo size L had only ２３.９％ porosity, while

size M had ２９.３％ porosity. BAUMAN and HENZE１０）,

reported similar results for apples, investigating

small and large varieties. Porosity is useful as an

additional factor in estimating sensitivity to low

levels of O２, high levels of CO２, or both in the

surrounding atmosphere and in determining

tolerable concentrations for CA１０）. For example,

BAUMAN and HENZE１０） categorized the porosity of the

apple cultivar Cox’ s Orange for three levels of

tolerance to CA : low level（＜１４％）, mid-level（１４.

１％～１６％）, and high level（＞１６％）. The values for

porosity in Table ４ can teach us more about the

relationship between citrus porosity and its

tolerance to CA.

The apparent density of a citrus segment was

also measured in L and ２L Unshu. The mean

apparent density of the citrus segments（１.０１４７ g/

�）was greater than that of intact citruses（０.８９０１
g/�）, indicating that the porosity of intact fruit is
greater than that of a segment. The porosity of

citrus segments was only ２.６％, while the porosity

of whole fruit was １５.２％ , suggesting that the

majority of intercellular space is outside segments.

Most Vin is in the central cavity and under the skin

of the citrus.

３． Simple prediction method for intercellular

space volume

The following two steps were applied to develop

a simple prediction model for Vin using

measurements of mass and volume. First, models

were developed using Equation （３）. Second, a

validation test was performed by comparing the

measured and predicted values of Vin for the eight

species.

We can select the best model based on the

higher values for the determination coefficient（R２）,

modeling efficiency（EF）, index of agreement（d）,

and paired t-test. R２ provides a measure of how

well the model replicates the measured values

model. To obtain an acceptable goodness of fit, the

values for R２ must approach １. EF and d are

dimensionless statistics ranging from ―∞ to １ and

from ０ to １, respectively, which suggests that the

value should be equal to or greater than ０ for EF

and ０.７５ for d to evaluate a model precisely２１）. We

can determine both EF and d by using Equations

（５）and（６）２１）.

EF＝１－ Σ（y－x）２
�Σ（x－x）２ ………………………………（５）

d＝１－
Σ（y－x）２
� �Σ（｜y－x｜+｜x－y｜）２

………………………（６）

where x is the measured value, y is the predicted
� �value, x is the measured mean, and y is the

predicted mean. Finally, to test for a significant

Table ４ Physical properties of citrus fruits : mass（m）,
total volume determined using Archimedes’ principle
（Vt）, apparent density （ Pa ）, intercellular space
volume（Vin）, and porosity（φ）

Species Size
m
（g）

Vt
（�）

Pa
（g/�）

Vin
（�）

φ

（％）

Navel S １３７.７ １４３.３ ０.９６０８ １４.３ １０.０

M １６６.７ １７２.７ ０.９６５３ １６.５ ９.５

L ２２４.２ ２４３.７ ０.９１９９ ３３.６ １３.７

２L ２７２.４ ２９７.７ ０.９１５２ ４２.７ １４.３

３L ３２９.２ ３６３.９ ０.９４０７ ５５.５ １５.３

Iyo S １３２.６ １６７.２ ０.７９２７ ４２.８ ２５.７

M １８５.８ ２４７.１ ０.７５２２ ７２.６ ２９.３

L ２４８.３ ３０６.５ ０.８１０２ ７３.５ ２３.９

２L ２９０.３ ３７７.８ ０.７６８２ １０５.２ ２７.８

３L ３３６.３ ４４６.８ ０.７５２８ １３１.１ ２９.４

Ponkan S ９０.４ １０７.１ ０.８４４８ ２２.５ ２１.１

M １１３.４ １３１.６ ０.８６１１ ２５.７ １９.６

L １２５.６ １５５.４ ０.８０７９ ３８.０ ２４.５

２L １６２.１ ２０５.８ ０.７８７６ ５４.３ ２６.４

３L １９２.２ ２５３.２ ０.７５８９ ７３.６ ２９.０

Siranui S １２３.５ １３３.０ ０.９２８９ １７.４ １３.０

M １５５.５ １７２.５ ０.９０１３ ２７.０ １５.６

L １９９.１ ２２６.７ ０.８７８０ ４０.９ １８.０

２L ２４１.４ ２６９.１ ０.８９７２ ４２.８ １５.９

３L ２９０.５ ３３１.８ ０.８７５６ ５９.６ １７.９

Amanatsu S ２６３.０ ３０５.３ ０.８６１４ ５８.４ １９.１

M ３０３.４ ３５３.５ ０.８５８４ ６８.６ １９.４

L ３４２.５ ４０４.７ ０.８４６４ ８３.８ ２０.６

２L ３９１.３ ４７３.２ ０.８２６９ １０４.９ ２２.２

３L ４６５.２ ５７９.０ ０.８０３５ １４２.２ ２４.６

‘Kiyomi’

tangor

S ９５.１ １０５.４ ０.９０２９ １６.４ １５.６

M １２６.０ １３９.３ ０.９０４８ ２１.５ １５.４

L １３５.７ １５４.０ ０.８８１５ ２７.６ １７.８

２L １９２.３ ２１６.５ ０.８８８１ ３５.２ １６.３

３L ２３８.３ ２６９.５ ０.８８４５ ４６.７ １７.３

Lime Small ６１.２ ６２.０ ０.９８６８ ４.２ ６.７

Large １０１.６ １０４.０ ０.９７７５ ７.６ ７.３

Unshu S ８８.７ ９６.７ ０.９１７５ １２.２ １２.６

M １１１.６ １２０.１ ０.９２９０ １３.８ １１.５

L １３７.４ １５２.６ ０.９００２ ２１.９ １４.４

２L １６８.８ １９１.９ ０.８８００ ３０.８ １５.９

３L ２０９.２ ２４９.９ ０.８３７１ ５０.７ ２０.２

All measurements were performed in quintuplicate（n＝５）.
Data are expressed as the mean.
We calculated the Vin of S, M, and ３L by applying the
mean value of real density from L and ２L.
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difference between measured and predicted, the

paired t-test can be used with a level of significance

of P＜０.０５.

In the first model, we used mass （m）, total

volume （ Vt ） determined using Archimedes’

principle, and real density（Pt）to develop a simple

prediction method for Vin. From Equation （３）,

Equation（７）was developed by assuming that the

values for real density（Pt）are similar in all species

based on our findings in this study（１.０６４７ g/�）.

Vin = Vt－ m
１.０６４７……………………………………（７）

where Vin and Vt are in cubic centimeters and m is

in grams. To confirm the applicability of Equation

（７）, the predicted values for Vin from Equation（７）

were compared with the measured values for Vin

from Equation（３）using R２, EF, d, and the paired

t -test. We used total measured and predicted values

from １８５ samples to validate the model. Fig. １

shows the results of the comparison between

measured and predicted values for all species. The

measured and predicted Vin values were very close.

In addition, the high values for R２（０.９９９）, EF（０.

９９９）, and d（０.９９９）in Equation（７）indicate the low

variability of Vin prediction. Then, the paired t -test

（０.３６５） indicates that measured and predicted Vin

were not significantly different. Therefore, we can

conclude that Equation（７）provides precise predicted

values of Vin for the citrus fruits which have real

density of nearly １.０６４７ g/㎝３.

We also examined a second model in which total

volume was replaced with sphere equivalent volume

（Vs）. From Equation （７）, Equation （８） was

developed by replacing Vt with Vs.

Vin = Vs－ m
１.０６４７ …………………………………（８）

where Vin and Vs are in cubic centimeters and m is

in grams. To validate the model, the measured and

predicted values for Vin were compared using R２,

EF, d, and the paired t - test. Total measured and

predicted values from １８５ samples validated the

model. The values for R２（０.８６０）, EF（０.６７９）, and d

（０.９０４）could be generally acceptable. However, the

paired t - test （０.０００） shows that measured and

predicted Vin were significantly different. The paired

t -test values of each species were less than ０.０５,

except for Siranui（０.３９１）, indicating that the model

in Equation （８） is not suitable for precisely

predicting Vin.

Conclusion

In this paper, we have presented the determination

of intercellular space volume（Vin）in eight species

of citrus fruits and the development of a simple

prediction method for Vin. For all eight species, Vin

ranged from ９.２� to １４２.２ � . For each species,
we can see that size, mass, and total volume were

proportional to Vin. The porosity of the eight species

ranged from６.７％ to ２９.４％. The real density of the

species was almost similar to the mean value, １.０６４７

g/�. On the basis of the mean value, we developed
two mathematical models to predict Vin.

On the basis of four statistical evaluation methods,

where Vt is the total volume measured using

Archimedes’ principle and m is mass of a fruit, we

evaluated model Vin=Vt－ m
１.０６４７’ and determined it

to be acceptable for predicting Vin. However, the

alternative model, Vin=Vs－ m
１.０６４７’ where Vs is the

sphere equivalent volume calculated by average

diameter, was not acceptable.
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カンキツ果実における細胞間隙体積の推定モデル

ディルパン アンディ＊１, ＊２・疋田慶夫＊１

千葉浩徳＊１・小川幸春＊３

＊１ 愛媛大学農学部

（〒７９０―８５６６愛媛県松山市樽味３丁目５－７

＊２ ハサヌディン大学食品科学工学科

（Makassar ９０２４５, Indonesia）

＊３ 千葉大学大学院園芸学研究科

（〒２７１―８５１０ 千葉県松戸市松戸６４８）

カンキツ果実の細胞間隙体積（Vin）を測定し，これ

を簡便に推定する方法を確立することを目的に，８品種

のサイズの異なるカンキツを対象にした質量（m），縦

および横径（vd, hd），体積（Vt），真密度（Pt）の測定

を行った。間隙体積は品種毎の値を示したが，一つの品

種においては果実のサイズに依存した。すなわち，サイ

ズが大きい果実ほど間隙体積は大きかった。しかしなが

ら，間隙率（O/）ではその傾向が顕著ではなかった。間

隙体積を簡便に推定する方法として得られた Vin=Vt－
m

１.０６４７の推定モデルは，実測値との間にそれぞれ高い決

定係数（０.９９９），EF値（０.９９９），IA値（０.９９９），t検定値

（０.３６５）を示した。これより，得られた推定モデルは，

カンキツ果実の間隙体積を推定するために適用できるも

のと考えた。

（平成２６年９月２２日受付，平成２７年２月１２日受理）
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高齢社会を迎えた日本では，高齢者の生活習慣病１），

低栄養２），摂食機能の低下３）などが問題となっている。特

に低栄養では，良質なたんぱく質とカルシウムの補給が

課題である２）。牛乳はたんぱく質含量が高く，アミノ酸

スコア１００の完全たんぱく質食として評価されている４）。

また，カルシウム含量が９０～１４０�／１００�と高く４），希釈

性に優れ，食感をなめらかにする，色合いをよくする，

生臭さを脱臭する，硬さを調節するなど料理に対する応

用性も広いことから５），高齢者に向いた食品であると考

えられている４）。一方，高齢者は嚥下機能が低下してい

る場合がみられることから，ゼリーなどの適度な粘弾性

をもった食品が好ましいといわれている６）。嚥下訓練食

として１．０～２．０w/w％ゼラチンゲルが向いている７）こと

から，同様の粘弾性をもった牛乳ゲル化食品を調製する

ことは高齢者の栄養補給の面から重要である。

中国には加温した牛乳または水牛乳に生姜の絞り汁を

加えてゲル化した薑汁撞�（キョンジャッゾンナーイ），
薑撞牛�（キョンゾンアウナーイ）または薑埋�（キョ
ンマーイナーイ）と呼ばれる食品がある８）～１０）。生姜はそ

の特有の風味と芳香性から広く薬味や香辛料として利用

されている１０）だけではなく，血中コレステロール低下作

用，解熱作用，鎮痛作用，および抗酸化作用など，健康

に寄与する食材としても注目を集めている１２）。高齢者用

食品を評価するために，硬さ，凝集性および付着性を把

＊１ 〒５１４―０１１２ 三重県津市一身田中野１５７
§ Corresponding author, E-mail : nyamada@tsu-cc.ac.jp
＊２ 〒３５５―０１５４ 埼玉県比企郡吉見町南吉見１１１－１
＊３ 〒６３１―８５８５ 奈良県奈良市学園南３－１－３

生姜汁を用いた牛乳ゲルの形成について

山 田 徳 広＊１§・永 島 伸 浩＊２・志 垣 瞳＊３・稲 熊 隆 博＊３

＊１ 津市立三重短期大学生活科学科食物栄養学専攻

＊２ 武蔵丘短期大学健康栄養専攻

＊３ 帝塚山大学現代生活学部食物栄養学科

Preparation of Milk Gels by Incubating a Mixture of Milk and Ginger Juice

YAMADA Norihiro＊１§, NAGASHIMA Nobuhiro＊２,

SHIGAKI Hitomi＊３ and INAKUMA Takahiro＊３

＊１ Food and Nutrition major, Departmemt of Life Science, Tsu City College,

157 Ishinden-nakano, Tsu, Mie 514−0112

＊２ Department of Health and Nutrition, Musashigaoka Collage,

111−1 Minamiyoshimi, Yoshimi, Hiki-gun, Saitama 355−0154

＊３ Department of Food and Nutrition, Faculty of Contemporary Human Life Science, Tezukayama University,

3−1−3 Gakuenminami, Nara-shi, Nara 631−8585

Milk gels were prepared by incubating a mixture of milk and ginger juice at different temperatures
and incubation times. This was done to determine the effects of variation in temperature and
incubation time on the hardness, adhesiveness, and cohesiveness of milk gels. Our results
demonstrated that it was favorable to incubate the mixture for ３０ minutes at ６０―７０℃，after mixing
the milk and ginger juice by stirring. The hardness increased with additional heating to ８０℃ after gel
formation using ginger protease. Our findings suggest that it is possible to adjust the hardness of the
gels by combining the enzyme reaction with heating. The hardness of the gel could be adjusted by
addition of １．５～２．０w/w% gelatin, therefore, gels prepared by a mixing milk and ginger juice have
promising applications as food sources for elderly people or as foods for swallowing training.

（Received Nov. ４, ２０１４；Accepted Mar. １９, ２０１５）

Key words：milk, ginger, protease, gelation, swallowing training

牛乳，生姜，プロテアーゼ，ゲル化，嚥下訓練食
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握することが重要であると指摘されている１３）が，生姜汁

によって形成される牛乳ゲルをこれらの指標で調整した

研究は行われていない。

本研究は，栄養価が高く高齢者が摂取しやすい牛乳ゲ

ル化食品を調製するために生姜汁を用いて牛乳ゲルを形

成する場合の生姜プロテアーゼの反応条件と加熱が硬さ，

凝集性および付着性に及ぼす影響を調べ，牛乳ゲルの形

成状態を調整することを検討した。また，嚥下訓練食と

して１．０～２．０w/w％ゼラチンゲルが向いている７）ことか

ら，牛乳ゲルと１．０～３．０w/w％ゼラチンゲルとの比較

を行った。

実 験 方 法

１．試料と試薬

生姜は予備実験においてプロテアーゼの活性が最も高

かった清水物産株式会社より購入した中国産のひね生姜

を使用した。牛乳は予備実験においてゲルの形成状態が

最もよかった蒜山ジャージー牛乳プレミアム５．０（蒜山

酪農農業協同組合（以下牛乳とする））を使用した。ト

リプシンは生化学用Trypsin. Cryst（４８３０USP trypsin

units／�（１４４９０BAEE units／�））（和光純薬工業（株）
（大阪）），オイルレッドO染色液は（武藤化学（株）（東

京））を使用した。ゼラチンと寒天は関東化学（株）（東

京）の一級試薬を，その他の試薬は関東化学（株）（東

京）の特級試薬を使用した。

２．生姜汁の調製

皮を剥かない状態の生姜を約２cm角に切り，低速圧

縮ジューサー（ヘルシオジュースプレッソ，SHARP

（株）（大阪））を用いて搾汁した。得られた生姜汁を３，０００

r.p.m.で１０分間遠心分離した後，上清をろ紙No．２でろ過

し，－８０℃で保存したものを試料生姜汁として用いた。

３．生姜プロテアーゼ活性の測定

生姜プロテアーゼの活性は大山らの方法１７）を改変して

測定した。１％カゼイン溶液（pH７．０）５００µ�に生姜汁
１０µ�を添加して生姜プロテアーゼの最適温度である
６０℃１５）において３０分間反応させ，４．０Mのトリクロロ酢

酸（TCA）５００µ�を添加して酵素反応を停止させた。室
温で３０分以上放置した後，２０，０００×gで１５分間遠心分離

した上清の２８０nmにおける吸光度を測定し，吸光度の上

昇度である⊿A２８０によってプロテアーゼ活性を評価し

た。生化学用Trypsin. Cryst（４８３０USP trypsin units／

�（１４４９０BAEE units／�））を用いて１０µg�のトリプ
シン溶液を作成し，トリプシンの最適反応条件である

３７℃，pH７．６において１％カゼイン溶液を３０分間分解さ

せた場合のプロテアーゼ活性と比較した。

４．生姜プロテアーゼによる牛乳ゲルの形成

ゲルは直径４８�の円形容器に形成した。最終検体量５０
�，反応温度６０℃，反応時間６０分の条件において予備実
験を実施した結果，生姜汁濃度を３％より上昇させても

ゲルの硬さは変化しないことを認めた。以上のことから，

牛乳５０�に対して１．５�の生姜汁を添加することによっ
てゲルを形成することとした（最終生姜汁濃度２．９％）。

反応時間は生姜汁を添加した後，検体を各反応温度の恒

温水槽に入れた時点から計測した。反応終了後，直ちに

氷冷水中に入れて反応を停止させた。ゲルの硬さ，凝集

性および付着性は，４℃で保存したゲルを２５℃の条件下

で測定した。

反応温度の影響は反応時間を６０分として４０～９０℃の間

を１０℃きざみで測定した。反応時間の影響は生姜プロテ

アーゼの最適温度であると報告されている６０℃１５）におい

て，１５，３０，４５，６０および９０分の反応時間で測定した。

追加加熱の影響は，４０，５０，６０および７０℃において６０分

間反応させて形成したゲルをさらに８０℃で３０分間追加加

熱したものと，追加加熱しないものとを比較した。今回

調製した各種牛乳ゲルの水分含有量はすべて８５％であり，

牛乳ゲル間に有意な差は認められなかった。

５．ゼラチンゲルの形成

牛乳ゲルと同じ直径４８�の円形容器に形成した。ゼラ
チン粉末を蒸留水で３０分間膨潤した後に５０℃の湯せんで

溶解し，１．０，１．５，２．０または３．０w/w％としたものを

用いて４℃でゲル化させた。ゲルの硬さ，付着性および

凝集性は２５℃の条件下で測定した。

６．ゲルの硬さ，付着性および凝集性の測定

クリープメーターRE―３３０５（（株）山電，東京）を用い

てゲルの硬さ，凝集性および付着性を測定した。測定条

件はロードセル２０N，プランジャー径１６�の円形，圧縮
速度１�／sec，測定歪率（クリアランス）５０％，試料高

２５．２６�，試料径４８�の円柱形とした。ゲルを２回圧縮
し，応力－移動歪率（％）曲線を描き，テクスチャー解

析Windows（TAS―３３０５（W））（（株）山電，東京）を用

いて解析した。なお，測定値は１０回の平均とした。応力

－移動歪率（％）曲線（Texture profile curve）をFig．１

に示した。硬さ［×１０３N/m２］は最大応力［N］／（プラ

ンジャーの面積［�２］×１０６）から求めた。付着性［J/

m３］はFig．１のBの面積より求めた。凝集性［単位な

し］はFig．１のA１の面積に対するA２の面積の比（A２／

Fig.１ Texture profile curve
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A１）として求めた。

７．統 計 処 理

測定結果は平均値±標準誤差で表した。統計処理は分

散の正規性を検定し，正規性が認められない群との比較

はMann-Whitney-U-test，正規性が認められたが，母分

散が等しいと認められなかった２群間の比較はWelche’s

t-test，正規性が認められ，かつ母分散が等しいと認め

られた２群間の比較はStudent’s t-testを用いて検定し

た。有意水準は１％（p＜０．０１）とした。

８．共焦点顕微鏡による観察

共焦点顕微鏡は，OPTELICS H１２００（WIDE）（（株）

レーザーテック，横浜）を用いた。スライドグラスに１０

�×１０�四方で１�程度の厚さの試料を乗せ，切片を
１０％アクロレイン（０．１Mリン酸緩衝液，pH７．４）に６０

分間浸漬後，チオニン・シッフ試薬（煮沸後冷却した

０．２％チオニン水溶液１００�に２－メチル－２－プロパノ
ール１００�と１N塩酸３０�および二亜硫酸ナトリウム２g
を添加）に３０分間反応させた。水洗後，６０％の２－プロ

パノール水溶液に１分間浸漬させ，その後オイルレッド

O染色液で１５分間浸漬した。再度６０％の２－プロパノー

ル水溶液で２分間浸漬し，水洗した後に室温で減圧乾燥

させたものを観察した１６）。

結果および考察

１．生姜汁のプロテアーゼ活性

１％カゼイン溶液を３０分間分解させたときのプロテア

ーゼ活性は，生姜汁が⊿０．４６７±０．００４（n＝５），トリ

プシン溶液が⊿０．３５３±０．０１０（n＝５）であった。この

ことから，今回用いた生姜汁のプロテアーゼ活性は，ト

リプシン（４８３０USP trypsin units／�（１４４９０BAEE units
／�））１０µg／�溶液と比較して約３０％高いものであった。
１．生姜汁による牛乳ゲルの硬さ，付着性および凝集性

への影響

（１）反応温度の影響 反応温度の影響の結果を

Table１に示した。硬さと付着性は８０℃で最高値となっ

た。凝集性は４０℃に比べて５０～８０℃で低い値となった。

６０，７０℃で硬いゲルを形成したことは，生姜プロテア

ーゼの最適温度が６０℃であること１５）と一致した。

（２）反応時間の影響 反応時間の影響の結果を

Table２に示した。６０℃における反応時間の影響を検討

したところ，ゲルの硬さと付着性は３０分までは値が高く

なり，３０分以降値が安定した。

ゲルの硬さは３０分までは上昇し続け，それ以上反応時

間を長くしても値は上昇しなかったことから，反応時間

は３０分程度で十分であると考えた。

（３）追加加熱の影響 ゲルの硬さに及ぼす追加加熱

の影響をFig．２に示した。４０℃で６０分間ゲル形成を行っ

た後に８０℃で追加加熱したものが２．８０±０．０９［×１０３N／

�］と，今回の実験において最も硬いゲルとなった。こ
の場合，４０℃でゲル形成を行ったものに比べて硬さは

１０７％上昇した。４０℃または６０℃でゲル形成を行ったも

のと，４０℃でゲル形成した後に８０℃で追加加熱したもの

の共焦点顕微鏡画像をFig．３に示した。４０℃でゲルを形

成したa，６０℃でゲル形成したb，４０℃でゲルを形成し

た後に８０℃で追加加熱したcの順番でゲルの構造が細か

くなり，密度が増していることが観察された。

生姜汁を加えて７０℃未満でゲルを形成した後に８０℃で

追加加熱することによってゲルの硬さが増大したが，こ

Table１ Effects of reaction temperatures on hardness,
adhesiveness and cohesiveness of milk gels

Reaction

temperatures（℃）

Hardness

［×１０３N/�］

Adhesiveness

［J/㎤］
Cohesiveness

４０ １.３６±０.０４a ５７±２a ０.５４９±０.０１４a

５０ １.８２±０.０２b ６４±４a ０.５０３±０.００５b

６０ １.８２±０.０２b ８２±２b ０.５０５±０.００７b

７０ ２.０４±０.０２c ９５±６c ０.５１４±０.００９ab

８０ ２.１９±０.０３d １１２±４d ０.５１３±０.００６b

９０ ０.４９±０.０６e １３±４e ０.７２４±０.０３６c

Means±SE of １０ experiments.
Means in the same column not sharing a common
superscript letter are significantly different（p＜０.０１）.

Table２ Effects of reaction times on hardness,
adhesiveness and cohesiveness of milk gels

Reaction tines

（min）

Hardness

［×１０３ N/�］

Adhesiveness

［J/�］
Cohesiveness

１５ １.４６±０.０４a ６２±３a ０.５３７±０.０１３a

３０ １.７１±０.０３b ８１±４b ０.５０６±０.０１３ab

４５ １.７２±０.０５b ８７±４b ０.５４６±０.０１６a

６０ １.８２±０.０２c ８２±２b ０.５０５±０.００７b

９０ １.７５±０.０２bc ９２±５b ０.４９３±０.００６bc

Means±SE of １０ experiments.
Means in the same column not sharing a common
superscript letter are significantly different（p＜０.０１）.

Fig.２ Effects of additional heating of ８０ ℃ for ３０
minutes on hardness of milk gels

Mean±SE of １０ experiments.

Asterisk indicate significantly different（p＜０.０１）.
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の現象はゲルの密度が増加するために起こるものであり，

共焦点顕微鏡画像の結果から立証された。この現象

は，４０℃から６０，７０℃の間は生姜プロテアーゼによって

牛乳中のカゼインミセルの表面にあるκ－カゼインが分
解され，それに伴ってカゼインミセルのゼータ電位が減

少することによってカゼインミセルの凝集が起こって密

度が低いゲルが形成され１７），８０℃で追加加熱するとカゼ

インと熱変性した乳清たんぱく質との結合が起こる１８）こ

とによってより密な構造のゲルが形成されたことによる

ものと考えた。

４０℃で形成したゲルは６０または７０℃で形成したゲルよ

りも柔らかいゲルとなったが，８０℃による追加加熱によ

って最も硬いゲルとなった。この現象は，キモシンは κ-

カゼインのみに特異的に作用する１９）のに対し，生姜プロ

テアーゼは α-カゼイン，β-カゼイン，κ-カゼインと幅広

く作用する１４）ことから，生姜プロテアーゼによる牛乳た

んぱく質の分解が進み過ぎると追加加熱によるカゼイン

と熱変性した乳清たんぱく質との結合が強く起こらなく

なるためであると考えた。

（４）ゼラチンゲルとの比較 ゼラチンゲルの硬さ，

付着性および凝集性をTable３に示した。今回調製した

各種牛乳ゲルは，硬さと付着性は概ね１．５～２．０w/w％

ゼラチンゲルの間の値となった。凝集性は，一番値の低

い２．０w/w％ゼラチンゲルと比較して６５～８０％の値とな

った。

以上，生姜プロテアーゼによる凝乳作用と，追加加熱

によるカゼインと熱変性した乳清たんぱく質との結合を

組み合わせることによって様々な硬さの牛乳ゲを調製す

ることができることがわかった。このゲルの硬さは，概

ね１．５～２．０w/w％ゼラチンゲルの間の値となった。嚥

下訓練食として１．０～２．０w/w％ゼラチンゲルが向いて

いる７）ことから，生姜汁によって作成した牛乳ゲルは，

高齢者用食品や嚥下訓練食として利用できるものと考え

られた。

要 約

生姜汁による牛乳ゲルの形成について検討した。牛乳

に対して約３％の生姜汁を添加して酵素反応と加熱を組

み合わせることによってゲルの硬さを調整することが可

能であることがわかった。また，生成した牛乳ゲルは概

ね１．５～２．０w/w％ゼラチンゲルの間の硬さとなり，高

齢者用食品や嚥下訓練食としての可能性があるものと考

えられた。
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Fig.３ Confocal micrographs of ginger milk gels
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b : Gel formed at ６０℃ for ３０minutes.

c : Gel formed at ４０℃ for ３０minutes and additional heated at ８０℃ for ３０minutes.
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High night temperatures related to global

warming cause serious problems such as low sugar

content and lightened skin color in grapes. Several

methods to overcome these problems have been

tested, including girdling, abscisic acid fertilizer, and

reflective mulch treatment. Mulch treatment with

reflective sheets improves the light environment

around grape trees and is effective in deepening the

coloring of grape berry skin１），２）. Recently, curtain

treatment with white reflection sheets was

developed to improve the coloration of the table

grape cultivar ‘Izunishiki’３） . The berry skin

coloration in the treated grapes was significantly

increased compared with that in the mulch

treatment and control groups. In the present study,

curtain treatment was applied to the wine grape

cultivar ‘ Cabernet Sauvignon’, and the resulting

wine quality was also investigated.

Materials and Methods

１．Plant material and treatments（white reflective

sheet curtains and mulch）

The experiments were conducted on １２- and １３-

year-old wine grapes （ Vitis vinifera L. ‘Cabernet

Sauvignon’）in ２０１１ and ２０１２, respectively, at the

Oku-Izumo Vineyard（Unnan, Shimane, Japan）. The

trees were using a single-wire trellis training system.

Two treatments and a control were used to assess

the anthocyanin concentration in the grape juice :

� the curtain treatment as shown in Fig. １, in

which １５０-cm-wide white polyethylene reflection

sheets（７００AG ; DuPontTM Tyvek�, E.I. Du Pont de

Nemours and Company, Wilmington, DE, USA ）

were hung ２００ cm from both sides of the main

stems ; � a mulch treatment in which the ground

§ E-mail : tmatsumoto@life.shimane-u.ac.jp

Effects of Curtain Treatment with White Reflection Sheets
in Improving Berry Coloration and Wine Quality

in ‘Cabernet Sauvignon’ Grapes

MATSUMOTO Toshikazu＊１§, ISHIHARA Ai＊１, ABE Norio＊２,
SAKURAI Takafumi＊３, MISHIMA Shota＊１ and AKIHIRO Takashi＊１

＊１ Faculty of Life and Environmental Science, Shimane University, Nishikawatsu 1060, Matsue-shi, Shimane 690−8504

＊２ OKU-IZUMO VINEYARD, Jiryo 2273−1, Kisuki-cho, Unnan-shi, Shimane 699−1322

＊３ MARUWA Biochemical Co.,Ltd., Hirano-machi 3−6−1, Chuo-ku, Osaka 541−0046

Curtain treatment with white reflection sheets at the veraison stage was applied to the wine grape
‘Cabernet Sauvignon’. Compared with mulch treatment and the control, hanging sheets on both sides
of the main stem of the grape tree significantly increased the coloration of the berries and wine and
the anthocyanin content in the grape skins. Yeast-assimilable amino acid in the juice in curtain-treated
grapes was significantly decreased compared with that in the control. Curtain treatment with white
reflection sheets improved the color of red wine grapes.

（Received Jul. ３１, ２０１４；Accepted Feb. ２６, ２０１５）
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Fig. １ Curtain treatment with white reflective sheets in
tunnel mesh cultivation of ‘Cabernet Sauvignon’

grapes
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under the main stems were covered with mulch at

the veraison stage （ the developmental stage at

which berry ripening began on ７ September ２０１１

and ３１August ２０１２）; and � a control treatment in
which no reflection sheets or mulch were used. Ten

trees were used for each treatment.

２．Fruit analysis

Ten grape clusters were randomly collected from

the ten trees in each group on １２ October ２０１１ and

３１ September ２０１２ and assessed for berry weight

and soluble solids concentration （Brix ; ASONE

MASTER-A１T, Osaka, Japan）. The color chart value

（Japan Fruit Growers Cooperative Association） of

the grape skin was determined in the grapes

collected in ２０１１. The tartaric acid concentration

and organic acid composition of the grape juice

were determined with a titratable acidity test and

high-performance liquid chromatography, respectively,

in ２０１１ . Determinations of the anthocyanin

concentration of the berry skin and free amino acid

analysis of the juice were performed determined

according to methods described in our previous

report３）.

３．Wine production and analysis

Approximately ４ kg grape grains were squeezed,

providing approximately３� juice. The juice and pulp
were placed in a ５-� bottle to which potassium
metabisulfite was added in appropriate amounts

before and after fermentation to prevent oxidation

and sterilization and to stop the fermentation,

respectively. Glucose and tartaric acid were added

to become ２２％ and ０.７％ in the juice, respectively,

and the mixture was fermented for approximately ２

weeks at ２０～２５℃. The composition of the wine

produced from the grapes in the treatment groups

and control in ２０１１ were analyzed according to the

method of Japan’s National Tax Agency.

Results

The effects of curtain treatment with white

reflection sheets on the wine grape ‘Cabernet

Sauvignon’ are shown in Table １. No significant

difference in berry weight was found among the

curtain treatment, mulch treatment, and control

groups ; however, the soluble solid concentration

（Brix） of the juice and color chart values of the

grape skins in the curtain and mulch treatment

groups were greater than those in the controls in

２０１１ and ２０１２. The titratable acidity（tartaric acid）

in the control was lower than that in the curtain

and mulch treatment groups in ２０１１. Compared

with that in the control, the anthocyanin

concentration in the skin of curtain - and mulch -

treated grapes was also significantly increased in

２０１１ and ２０１２（Fig. ２）. As shown in Fig. ３, no

significant differences in amino acid content were

found among the experimental groups. However,

yeast-assimilable amino acid（all amino acids except

proline）content in curtain-treated grapes was lower

than that in control grapes.

The composition of wine produced from grapes in

the treatment and control groups is shown in Table

２. The specific gravity, concentration of alcohol,

wine extract, tartaric acid content, and pH of the

wines were not significantly different among the

treatment groups. However, compared with that in

the control group, the wine color value based on

absorbances at ４２０ and ５３０ nm was greater for the

curtain treatment group in both years（see Table

２）. The coloration of wine produced from curtain-

Table １ Improvements to ‘Cabernet Sauvignon’ wine grapes by curtain
treatment with white reflection sheets

Treatments
１０ grain

weight（g）
Brix（％） CC value＊

Tartaric

acid（％）

２０１１

Control １３.３ a １６.９ b ４.１ b ０.５２

Mulch １１.７ a １８.３ ab ６.２ a ０.３１

Curtain １４.５ a １９.３ a ６.４ a

２０１２

Control １６.２ a １６.２ a

Mulch １５.８ a １７.０ a

Curtain １６.４ a １７.０ a

＊Color Chart for black grape ; Different letters indicate significant differences
（P <０.０５）according to Tukey’s multiple range test.
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Table ２ Composition of wine from curtain- and mulch-treated ‘Cabernet Sauvignon’ grapes

Treatment
Specific

gravity

Alcohol

（％）

Wine
extract
（％）

pH
Total acid

（％）

Absorbance

at ４２０ nm at ５３０ nm

２０１１

Control ０.９９６ １１.８ ３.１７ ３.５４ ０.６５ ０.５２ ０.６３

Mulch ０.９９６ １２.５ ３.３６ ３.５５ ０.６５ ０.６７ ０.９４

Curtain ０.９９６ １１.９ ３.２０ ３.５５ ０.６７ ０.８２ １.２６

２０１２

Control ０.９９９ １１.７ ３.９３ ３.５４ ０.７２ ０.５２ ０.４９

Mulch １.０００ １１.８ ４.２１ ３.４０ ０.８３ ０.５５ ０.５２

Curtain １.０００ １２.３ ４.３４ ３.５６ ０.７８ ０.９２ １.１３

Fig. ２ Anthocyanin concentration in grape juice from
curtain- and mulch-treated grapes（left : ２０１１; right :
２０１２）

Bar = standard error. Different letters indicate significant

difference （P <０.０５） according to Tukey’s multiple range

test（n = ２０）.

Fig. ３ Amino acid concentration in grape juice from curtain- and mulch-treated grapes（２０１１）

Vertical bars represent standard error. Different letters indicate significant difference （P < ０.０５）

according to Tukey’s multiple range test（n =５）.
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treated grapes was darker than that of wine from

mulch-treated and control grapes（Fig. ４）.

Discussion

Some of the most serious challenges in grape

cultivation are low sugar content and reduced skin

coloring of fruit caused by high night temperatures.

Poor coloring in berry skin reduces the economic

value of grapes for both the table and processing.

MORI et al.４） and KOSHITA et al.５） have reported that

high night temperatures related to global warming

reduce anthocyanin accumulation in berry skins,

causing poor coloration in red and black grapes and

posing a persistent problem for viticulture. Mulch

treatments with reflective sheets６）～８） have been

applied to overcome these problems.

PIRIE and MULLINS９） have suggested that

anthocyanin concentration in grape skin is increased

by the accumulation of sugar in the berry. It is

well known that sugar is synthesized by

photosynthesis, and light conditions around grape

trees affect photosynthesis. Anthocyanin in grape

berries accumulates when sucrose concentration

increases１０）. We previously reported３） that the skin

color of the table grape ‘Izunishiki’（Vitis labruscana

Bailey ） was significantly increased by curtain

treatment with white reflection sheets. In the

present study, the anthocyanin concentration in the

skin of ‘Cabernet Sauvignon’ wine grapes was

significantly improved by curtain treatment（see Fig.

２）, which also improved wine color（see Taabblle ２,

Fig. ４）.

We have also reported that the photon flux

densities on the upper/west sides of trees treated

with curtains （white reflection sheets hanging ９０

cm from the sides of the main stem）, mulch, and

neither curtains nor mulch（control） were １８５.５/

３５３.４, ４１３.６/２７３.１, and ９７.５/２７３.１ µmol m－２ s－１,

respectively３）, and the light environment around

table grape ‘Izunishiki’ trees in the curtain

treatment group was １.３～１.７ times that of the

control, which resulted in significant improvement in

grape skin coloration. High acidity in the juice of

control grapes may be promoted by the maturation

of grapes with curtain and mulch treatments. The

increased sugar content caused by increases in

photosynthesis seemed to be used for anthocyanin

synthesis.

In both our previous study３） and the present

study, we demonstrated that the coloration of dark

grape skin is significantly improved by curtain

treatment. The sugar concentration of white grapes

may also be increased by curtain treatment before

veraison. Furthermore, lower concentrations of yeast

-assimilable amino acids, which are used for yeast

fermentation in grape juice, have been measured in

curtain-treated grapes. Lower levels of yeast-

assimilable amino acids in grape juice from curtain-

treated grapes may affect the taste and flavor of

wine.

The light reflection efficiency of the white sheets

used in this study is reportedly higher than that of

aluminum vapor deposition sheets commonly used in

mulch treatment. The sheets also improved plant

growth and reduced the deleterious effects of

insects and pests１），２）. Compared with other mulch

sheets used in orchards, white reflective sheets as

on-ground mulch are disadvantageous because they

are expensive and easily become dirty during

cultivation. Because the sheets do not contact the

ground during curtain treatment, they are not easily

soiled. The durability of these sheets during curtain

treatment is more than twice that in mulch

treatment３）. This curtain treatment method is

effective for both table and wine grape cultivation.

Moreover, the color of wine produced from curtain-

treated grapes was darker than that from mulch-

treated and control grapes（see Table ２, Fig. ４）.

The results of this study suggest that curtain

treatment with white reflection sheets improves the

fruit color of red wine grapes.
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（１９９１）

白色反射シートのカーテン処理による

ワイン用ブドウ‘カベルネ・ソービニヨン’の

着色促進効果およびワイン品質

松本敏一＊１§・石原 藍＊１・安部紀夫＊２

桜井尚史＊３・三島晶太＊１・秋廣高志＊１

＊１ 島根大学生物資源科学部

（〒６９０―８５０４ 島根県松江市西川津町１０６０）

＊２ （有）奥出雲葡萄園

（〒６９９―１３２２島根県雲南市木次町寺領２２７３－１）

＊３ 丸和バイオケミカル（株）大阪営業所

（〒５４１―００４６ 大阪府大阪市中央区平野町３－６－１）

白色反射シートのカーテン方式でのワイン用ブドウ

‘カベルネ・ソービニヨン’の着色促進効果を検討した。

ベレーゾン期に白色反射シートカーテンを一文字整枝の

両側にカーテン状に設置したところ，果皮の着色とアン

トシアニン含量がマルチ区および無処理区より優れたが，

果汁中の資化性アミノ酸含量は有意に低くなった。

以上のことから，反射シートの両側カーテン処理は，

赤ワイン原料用ブドウとして有用な濃い色調が得られる

傾向が認められた。

（平成２６年７月３１日受付，平成２７年２月２６日受理）
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