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【研究の目的と背景】

　日本人の代表的な主食である米や麺は，炊飯時や茹で時
の水の移動挙動により，喫食時の品質が大きく変わる．我々
は，麺内部の水の移動機構を調べ，食感等の品質との関係
を明らかにしてきた1）．一方で，米は麺と異なり，タンパ
ク質が外表面付近に不均一に分布している．例えば，タン
パク質高含有米の炊飯性が低いのは，この外表面付近のタ
ンパク質が水の移動を妨げているためであると考えられて
いるが，米粒内部での水の移動機構は十分に理解されてい
ない．このような水の移動機構の解明を困難にしている原
因の一つとして，米粒内部でのタンパク質の分布を 3 次元
的に計測できないことが挙げられる．そこで本研究では，
米粒内部での水の移動機構の解明に向けた第一段階とし
て，内部のタンパク質の分布を 3 次元的に計測する手法を
開発し，米粒内部のタンパク質分布を測定することを目的
とした．

【研究の方法】

1．材料
　市販の精米されたコシヒカリ（京都府京丹後市大宮町産）
を使用した．

2．固定と酵素消化
　米粒試料を固定液（3％パラホルムアルデヒドおよび
0.3％ Triton X-100 を含む緩衝液）に浸漬し固定した．固
定後，試料を 4℃で 10 分間緩衝液を用いて 2 回洗浄した．
その後，0.3％ Triton X-100 を含む緩衝液に溶解した 1％
セルラーゼ Onozuka RS（ヤクルト製薬工業，東京）およ
び 0.5％ ペクトリアーゼ Y-23（Seishin Pharmaceuticals，
Tokyo，Japan）混合液に浸漬した．次に，試料を 37℃で
30 〜 60 分間インキュベートし，4℃の緩衝液中で 10 分間
それぞれ 2 回洗浄した．

3．透明化
　試料の透明化は，これまでに開発した SoROCS 溶液に
浸漬し，振盪しながらインキュベートした．

4．蛍光観察
　蛍光顕微鏡および二光子励起蛍光顕微鏡を用いて，試料
を観察した．
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【研究内容】

　 こ れ ま で に 麺 な ど の 食 品 を 透 明 化 で き る 新 た な
SoROCS 溶液を開発し，この溶液を用いて試料をまるご
と透明化後，二光子励起蛍光顕微鏡を用いることで，麺
内部のグルテンタンパク質のネットワーク構造を高い空
間分解能で 3 次元的に計測する手法を開発した．脳や植物
等の生体組織を透明化する溶液は多く開発されているが，
SoROCS 溶液は澱粉−タンパク質を多く含む食品試料の
透明化を図ることができるという特徴を有する．SoROCS
溶液を用いることで，米粒をある程度は透明にできるが，
米粒は麺等に比べて浸水性が悪く，米粒をまるごと 3 次元
計測するのに必要な透明度を得るのは困難である．そこで，
本研究では，米粒をより透明にする手法を検討した．すな
わち，米粒のさらなる透明化を達成するために，透明化溶
液の米粒内部への浸透を促進させる過程の追加，ならびに
米粒内部のタンパク質を標識する最適な試薬の選定を実施
した．その後，二光子励起蛍光顕微鏡を用いて，米粒内部
のタンパク質の分布を計測した．

【研究の実施経過】

1．酵素処理が透明化溶液の浸漬に及ぼす影響
　透明化溶液の米粒内部への浸透を促進させるために，透
明化溶液に浸漬する前の処理として，固定化と酵素処理の
過程を追加することを検討した．この固定化と酵素処理の
過程は，植物を透明化する手法一つである ePro-ClearSee
法で提案されたものである2）．水（腐敗防止のためにアジ
化ナトリウムを 0.5％添加），SoROCS 溶液，および固定し
た試料を酵素消化した後に SoROCS 溶液に浸漬した米粒
の透明化過程を図 1に示す．水に浸漬した米粒は，4 日後
についても不透明であった．一方で，SoROCS 溶液および
固定した試料を酵素消化した後に SoROCS 溶液に浸漬し
た米粒は，双方とも米粒外表面から透明化し，1 日後では
中心部に不透明領域が残っているものの，4 日後にはほぼ
透明となった．
　次に，カメラで撮影した米粒画像の輝度値より，簡易的
に米粒内部の透明度を数値化した（図 2）．水に浸漬した
米粒は，1 日後までに大きく透明度が低下し，4 日後まで
徐々に低下した．一方，SoROCS 溶液および固定した試料
を酵素消化した後に SoROCS 溶液に浸漬した米粒は，双
方とも 4 日後には，比較的透明であることを示す透明度
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60,000 付近に一つのピークとなって表れた．ただし，はじ
めから SoROCS 溶液に浸漬した米粒は，1日後には，米粒
の不透明な中心領域に対応する透明度 45,000 〜 57,000 付
近に平坦な分布（ピークのショルダー）が見られた．これ
に対し，固定した試料を酵素消化した後に SoROCS 溶液
に浸漬した米粒は，透明度が約 52,000 以下にほぼピーク
が見られず，若干ではあるが，より透明であることを示す
高い値に分布が偏っていた．
　さらに，米粒内部のタンパク質を標識する最適な試薬を

選定するために，複数の蛍光物質を探索した結果，チオー
ル反応性を有する蛍光物質の一つに，米粒内部のタンパク
質を明瞭に標識できるものを見出した．米粒の切片をその
蛍光物質で染色し，蛍光顕微鏡で観察した画像を図 3に
示す．
　最後に，透明化した米粒試料を二光子励起蛍光顕微鏡で
観察した 3次元画像の一部を図 4に示す．

図 3　米粒の切片画像

図 4　米粒の 3次元画像

【研究から得た結論・考察】

　固定した試料を酵素消化する過程を透明化過程の前に追
加することで，透明化溶液の米粒内部への浸透速度を高め
る可能性があることがわかった．透明化溶液の米粒内部へ
の浸透の促進は，透明化過程の時間短縮に寄与するだけで
なく，試料の膨潤や内部構造の破壊を抑制することが可能
となる．また，米粒内部のタンパク質の標識に適する蛍光
物質を見出すことができた．さらに，米粒をまるごと 3次
元計測するには至らなかったが，非常に短い時間で透明化
できるようになったことで，オリジナルな状態に近い試料
について，ある程度の深部まで内部の構造を計測すること
ができるようになった．

【残された問題，今後の課題】

　米粒を溶液に浸漬することで，米粒に胴割れが生じてし
まった．特に，米粒を固定する際の胴割れの発生は顕著
であった．そのため，固定した試料を酵素消化した後に
SoROCS 溶液に浸漬し，透明化を図ると，胴割れにより米
粒が複数に分割してしまった．このような分割は，米粒内
部のタンパク質の分布を 3次元的に計測する際には不都合
である．固定した試料を酵素消化する過程を透明化過程の

図 1　米粒の透明化過程
（a）水（腐敗防止のためにアジ化ナトリウムを 0.5% 添加）、（b）
SoROCS 溶液、（c）固定した試料を酵素消化した後に SoROCS 溶液
に浸漬した米粒。上段は 1日後、下段は 4日後を示す
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図 2　米粒の透明度の比較
（a）水（腐敗防止のためにアジ化ナトリウムを 0.5% 添加）、（b）
SoROCS 溶液、（c）固定した試料を酵素消化した後に SoROCS 溶液
に浸漬した米粒。黒線はもとの状態、青線は 1日後、緑線は 4日後
を示す。透明度の数値が大きいほど、より透明な領域を米粒が有す
ることを示す。
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前に追加することで，オリジナルに近い状態で透明化を図
れる可能性という利点を見出した一方で，米粒が分割され
てしまうという非常に大きな問題が残された．米粒の含水
率および浸漬する溶液の温度をうまく制御することで，米
粒の胴割れを抑制するなどの対策が必要である．また，炊
飯時における米粒内部の含水率の分布は，例えば核磁気共
鳴画像法等により 3 次元的に計測できる．そこで，このよ
うな計測手法を本法と併用することで，含水率分布とタン
パク質分布を同時に把握し，米粒内部での水の移動機構の
解明を大きく前進させることが今後の課題である．
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