
LED光源を用いた植物の二次代謝物質合成制御光スペクトルの探究

目 的
ワサビ Eutrema japonica（Miq.）Koidz.の辛み成分には

重要な価値があり，例えば，日本の生魚食には欠かせな

い香辛料である．自然のワサビ繁殖環境は，冷涼な清流

域にあり，そのような環境を人工的に設けて商業用に大

量栽培することは容易ではない．したがって，ワサビを

効率的且つ経済的に人工環境で栽培する技術の開発が望

まれている（Oguni et al.,２００５）．人工環境でワサビを栽

培するためには，施肥，温湿度，光などの最適条件を決

定する必要があるが，現状ではどれも不確定である．本

プロジェクトでは，ワサビの辛味成分アリルイソチオシ

アネートの前駆体であるシニグリン生成量に影響を及ぼ

す光スペクトルを探求することとした．特徴的なスペク

トルの光を照射されたワサビ体内のシニグリンの濃度・

分布・局在を調べることにより，シニグリン生成に影響

を及ぼす光スペクトルの作用機構の手がかりを探す．植

物の組織あるいは細胞内の分子分布の観察は，高い空間

分解能と広い面分布分析を両立するダイナミックレンジ

の大きい表面分析法によって可能となるが，そのような

研究例は少ないため（Aoyagi et al.,２０１３），観察手法の確

立自体にも大きな意味がある．シニグリン量および分布

の解析結果から，光スペクトルによるワサビのシニグリ

ン生成量制御の可能性を推察する．

方 法
－実験１ ワサビ幼植物体への PPFD２６２μmol m－２ s－１の

近似太陽光の３日間の照射とシニグリン濃度－

茎頂培養由来のワサビ幼植物体を５０mlプラスチック製

試験管の中に入れて，３０mlの５０％園試処方（Hori,１９６６）

培養液を加えた．その試験管開口部の直径は３０mmであ

る．この試験管を LED光源（Fujiwara and Yano,２０１１）

の光照射口に差し込んだ．その後，アルミフォイルで試

験管全体を覆い，外部への光の漏れを防いだ．LED光源

は放射光のピーク波長が３８５－９１０nmの範囲の３２種類の

LED５４７個で構成される．このLEDに制御電流を供給し，

曇天日の朝に松江市で実測した屋外の分光光量子束密度

（spectral photon flux density，以下 SPFD）の近似光を幼

植物体に１２時間明期，１２時間暗期のサイクルで３日間照

射した．光照射口における SPFDはスペクトロラジオメー

ター（MS－７２０；Eko Instruments Co., Ltd.）で測定した．

光合成有効光量子束密度（PPFD；波長４００－７００nm）は２６２

μmol m－２s−１であった（LI－１９０SB; Li－Cor Inc.）．光源装

置と幼植物体を入れた試験管全体を人工気象器内に置い

た．３日間の人工気象器内の気温は１９．３±０．３℃であった．

光照射後の幼植物体の生重を計測した後，シニグリンの

分解を防ぐ目的で，オートクレーブで１１０℃，１０分間，

加温，加圧した後，冷凍保存した．蛍光灯（FL４０SS・

ENW／３７H; Panasonic）を配備した恒温室内でも前歴が同

じワサビ幼植物体を培養した．この時，ワサビに照射さ

れた PPFDは８８μmol m－２s－１であった．光照射後に冷凍保

存していた幼植物体の含有シニグリン濃度を液体クロマ

トグラフィー（LaChrom Elite; Hitach High−Technologies

Co.）で分析した．

－実験２ ワサビ成体葉への PPFD８３μmol m－２s－１の近似

太陽光の３日間の照射－

恒温室内（蛍光灯，温度制御２０℃）で，地上部全高１０

cm程度になるまで栽培した茎頂培養由来のワサビ成体を，

実験室の半自然環境条件で４日間放置した後に本実験に

供試した．バーミキュライトを入れた２１０mlのプラスチッ

ク製容器に供試ワサビ成体を移植した．最初の暗期１２時

間の後の明期３時間の時点で１０mlの培養液（５０％園試処

方）を培地に加えた．その２４時間後に培養液を２０ml，さ

らにその２４時間後に培養液を２０ml培地に加えた．１枚の

成葉の片側に LED光源の光照射口を接近させた．LED

に制御電流を供給し，晴天日の夕方に島根大学で実測し

た屋外の SPFDの近似光をワサビ葉に１２時間暗期，１２時

間明期のサイクルで３日間照射した．ワサビに照射した

LED近似太陽光のPPFDは８３μmol m－２s－１であった．LED

の光が照射されない部分には，人工気象器の光学的隙間

から進入する実験室内の半自然光が僅かに照射され

た．３日間の人工気象器内の気温実測値は１９．５±０．５℃で

あった．３日間の光照射終了時点で，照射葉部の透過スペ

クトルおよび非照射葉部の透過スペクトルをそれぞれ計

測した．

－実験３ ワサビ成体葉柄横断面の TOF−SIMSによる分

析－

半自然光下で栽培したワサビ成体の葉柄を１cmの長さ

で切り出し，シャーベット状の７７Kの脱気液体窒素中に

数秒間入れて凍結させた．その凍結組織片表面を包埋材

（White Tissue Coat；ユーアイ化成株式会社）でコーティ
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ングした．包埋試料を再び脱気液体窒素中に入れて凍結

させた．この試料を保冷剤で冷やした金属板上に乗せ，

メスで試料を横断方向に薄切した．この薄切片を TOF−

SIMS測定用の ITOガラス基板上に葉柄の断面片側が基板

に接触するように置いた．これらの基板設置試料をデシ

ケイターに入れて真空乾燥させた．各試料は TOF−SIMS

（TRFT V NanoTOF, Ulvac−Phi, Chigasaki）で，一次イオ

ン源に２５keVの Bi３＋＋を用いて測定した．測定は，スタ

ティック限界内でイオンドーズ量を１０１２ions／cm２として実

施し，５００μm×５００μmの測定面積で，正負二次イオンス

ペクトルを取得した．

結果と考察
－実験１－ LEDの光を３日間照射したワサビ幼植物体

の生重当たりのシニグリン濃度が１２．１８mg／gFWで最大で

あった．同じ個体の下位葉には，アルミフォイルによる

散乱光および上位葉の透過光が照射された．この下位葉

のシニグリン濃度は８．２８mg／gFWと２番目に高い値であっ

た．蛍光灯の光を照射した幼植物体のシニグリン濃度は

LEDの光を照射した幼植物体のそれより１桁小さかった．

LEDの光を照射したワサビ幼植物体のシニグリン濃度が

高かったことから，広い波長範囲のスペクトルを有する

LEDの近似太陽光がシニグリン生産に有効であると期待

したが，人工気象器内で LED光源の横に試験管のフタを

開口して静置した幼植物体のシニグリン濃度も４．２８

mg／gFWと比較的高かったことは，この期待を否定する．

この幼植物体には，LEDからの光は照射されていなかっ

た．中島ら（２００７）によれば，２週間光照射無しでもワサ

ビ地下茎のシニグリン濃度が低下しないことが報告され

ている．したがって，供試幼植物体間に元々シニグリン

濃度の相当な差が存在した可能性がある．

－実験２－ 光照射葉部と非照射葉部いずれについても

クロロフィルの吸収帯で目立った透過光の減衰（すなわ

ち葉による吸収）があった．非照射葉部と照射葉部の透

過 SPFDの差を求めると，５００－６００nmおよび７００－７５０nm

付近に目立ったピークが存在した．したがって，LED

の光を照射した葉部ではこれらの波長帯の光を吸収する

色素の濃度が高かったことが示唆される．

－実験３－ TOF−SIMSによってワサビ成体葉柄横断面

の Na＋，C２H３＋，K＋，Ca＋，C１０H１６KNO９S２＋，C１０H１７KNO９S２＋，

C－，S－，Cl－，SO２H－分布像を得た．これらのイオンの分

布像は，細胞壁の形状を反映しており，細胞壁を破壊す

ることなく TOF−SIMS分析用のサンプルが作成可能であ

ることが確認できた．しかしながら，TOF−SIMSでシニ

グリンを同定することはできなかった．細胞壁を破壊せ

ずに TOF−SIM分析用試料を作製する手法は，本研究着手

時点では未確立であった．液体窒素による凍結では，細

胞内の水分の膨張によって細胞壁が壊れてしまうことが

多い．細胞を壊さないためには細胞内の氷晶の成長を抑

える急速凍結が必要である．液体プロパンを用いると急

速な凍結が可能だが，新たな設備が必要となるため，本

研究では液体窒素を用いて，より急速な冷凍方法を試し

た．その結果，真空下で脱気した液体窒素によって細胞

の破壊を抑制した試料作製がある程度可能であることが

わかった．TOF−SIMSによる分析でシニグリンの組織内

分布を明確にするためには，表面分析で得られる複雑な

試料の計測データ解析法およびデータの処理方法を今後

確立する必要がある．
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