
 

業利用を考えると大容量における高濃度化が重

要となる。本手法は、流量に応じた通過面積を算

出することで、あらゆる用途に活用することが可

能であり、今後は大容量における UFB 水の生成

を試みる予定である。 
3.4.3 UFB水生成方法について 

 本研究手法では、大気開放における UFB 水の

生成であり、大気中の CO2や SO2が溶解した可能

性が考えられる。より正確な分析を進めるうえで

閉鎖ループ型の構造を検討する必要がある。これ

は純水の生成時においても重要であり、要検討事

項と言える。 
 

4. まとめ 

 本研究は、加圧溶解攪拌型ミキサを用いること

で、従来よりも飛躍的に UFB 水中のナノ個数密

度を増加させることに成功したものである。 
(1) 加圧溶解攪拌型ミキサは、安価で高濃度の

UFB 水が生成可能である。 
(2) 空気 UFB 水は、20 min 攪拌で約 9 億個/ml を

生成可能である。 
(3) 空気 UFB 水は、OH ラジカルの波形が確認で

き、UFB 水中のナノ個数密度が増加すること

で、OH ラジカルの波形の強度が増加する傾

向が見られた。 
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Abstract  The test method for evaluating the promotion effect of Ultrafine Bubble (UFB) on 
barley seed germination was published as an ISO standard in July 2019. There should be a minimum 
number concentration of UFB that can provoke early seed germination, but it is still unclear. Hence, 
we conducted a germination examination by applying UFB water containing different number 
concentrations. The results showed that the promotion of germination is observed statistically with 
UFB water whose number concentration is in the range of 10 to the 8th power/ml. The difference in 
the number concentration of UFB was also supported by ESR analysis. After the application of 
ultrasonic sound of 43 kHz for 30 s, UFB water containing UFB of 6.03 x 108 particles/mL showed 
the larger signal intensity of reactive oxygen species which was composed more of hydroxyl radicals 
than that of 1.26 x 108 particles/mL. This fact indicated the difference in the number concentration 
of UFB without any effect of foreign matter included in UFB water. 
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1. 緒 言 

 はじめに気泡の大きさを表す用語について記

す。従来、直径が数~数十μm 程度の気泡をマイ

クロバブル、サブミクロンオーダーの直径を持つ

気泡をナノバブルと表記する例が、特に学術論文

において多くみられた。一方、ISO（国際標準化

機構）において、2017 年 6 月に気泡の体積相当径

に応じた用語が ISO 規格として発行された[1]。
その中で、直径が 1μm 以上で 100μm 未満の気

泡を microbubble、1μm 未満の気泡を ultrafine 
bubble、両者を総称して fine bubble という用語が

定義された。これにより、特に産業界では ISO 規

格に則った用語の使用が推奨されることになっ

た。学術論文における用語は、著者により異なる
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が、従来の用語に加えて ISO 用語を用いる例が激

増する様相を呈している。本稿では ISO 規格の用

語を用いることを基本とし、文献の引用に際して

は、混乱を招く恐れがある場合には、その文献で

使われた用語と ISO 用語を併記した。 
 ファインバブルの物理化学的特性については

従来より多くの知見が報告されてきたが[2-14]、
生体への影響に関する報告は少ない。こうした状

況もあり、筆者らはオオムギ種子を対象に UFB
（ウルトラファインバブル）水の発芽促進効果を

検討してきた。DO（溶存酸素濃度）が同じでも

UFB 水で発芽が促進されるメカニズムに関して、

筆者らは、UFB 水における活性酸素（ROS: 
Reactive Oxygen Species）の発生を実験的に認めた。

そこで、UFB の個数濃度（個/mL）の経時的な減

少（UFB の崩壊）により ROS（・OH：ヒドロキ

シルラジカル）が発生し、これがシグナル伝達分

子となって種子内の ROS（O2
・-：スーパーオキシ

ドアニオンラジカル）の発生を誘発し、発芽を促

進するという仮説を提示し、これを実験的に裏付

けるデータを報告してきた[15-17]。これらの結果

に基づき、ベトナム、タイ、インドネシア、ハワ

イなどでも実証試験と ISO への国際規格提案を

行った結果、FB（ファインバブル）の応用技術の

うち、最初に発行した規格の一つとして「オオム

ギ種子の発芽促進を評価する試験法」が国際規格

として発行された[18]。 
 こうした発芽促進効果は UFB の個数濃度がお

よそ 107~108（個/mL）レベルにあるときに観察さ

れているが、UFB が発芽促進に効果を発揮するた

めの最小の UFB 個数濃度については報告が見当

たらないので、検討した。 
 
2. 実験方法および装置 

2.1 種子と発芽試験 

 種子には、コムギ、トウモロコシ（メイズ）、コ

メに次いで世界で 4 番目に重要な穀物であるオ

オムギ種子（コビンカタギ）を用いた。種子水分

を約 13 % w. b.に調製した乾燥種子を 20 ℃前後

の室内に静置し、11 ヵ月～45 ヵ月にわたって保

存することにより、異なる保存期間における種子

を採取して実験に供した。いずれの実験でも、粒

が大きく、変色がない健全な種子 300 粒を選別し、

これを任意に 2 つのグループに分け、一方を UFB
水試験区用（UFB 区）、他方を蒸留水試験区用（コ

ントロール区）とした。各グループを更に 50 粒

ずつ 3 組に分け、プラスチック製ネットに入れた。

それぞれの試験区の 50粒 3組ずつを UFB水およ

び蒸留水を入れたビーカーに浸漬した。水量は種

子 1 粒につき 10 mL とし（各試験区とも 150 粒

/1.5L）、各水を 1 日 2 回交換した。恒温水槽を用

いて水温を 25 ℃一定で暗条件とし、各測定時間

に、各試験区の水で十分に湿らせたろ紙上に種子

を 50 粒ずつ整列させ、発芽した種子数を記録し

た。 

2.2 発芽の判定 

 種子の発芽は、吸水に始まり幼根が伸びて外皮

（種皮）を破ることで終わるとの記述がある[19]。
しかし本稿では技術的な取扱いを念頭に置いて、

ISO 規格（ISO 18763:2016）に則り、幼根が 1 mm
の長さに達した状態を発芽と判定した[20]。 

2.3 モデル式と評価パラメータ 

 時間と共に種子が発芽する過程をモデル化す

るために、式(1)に示す dose response (s-shaped) 
model を適用し、T50を求めた[21]。 

G(𝑡𝑖) =
𝐺𝑚𝑎𝑥

1+𝑒𝑥𝑝{𝐵(log(𝑡𝑖)−log(𝑇50))}
            (1) 

ここで、log は自然対数を表し，記号は末尾に

示す通りである． 

 次に、UFB の効果を定量化する評価パラメータ

として ISO 規格で定義された式(2)の P 値を求め

[18]、本稿では P 値を%に換算して示した。また、

視認性を考慮して、それぞれの T50と残差平方和

を基にした 95%信頼帯をも示した。 

    P = (𝑇50,   𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 − 𝑇50,   𝑈𝐹𝐵)/𝑇50,   𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙    (2) 

2.4 UFB発生装置 

 UFB の発生には Ultrafine GALF FZ1N-10 bubble 
generator（IDEC㈱）を用いた。供給電力は 1.5 kVA、
水（蒸留水）の循環流量は 16.6 L/min、供給され

る空気は 0.83 L/min である。蒸留水を 15 L 供給

し、室内空気をフィルタ（エアーフィルターKIC-
T6，アズワン㈱）を介して取り込み、10 分間稼働

させて発生装置内を洗浄後、すべての UFB 水を

排出した。続いて 15 L の蒸留水を用いて 10～60
分間稼働させ、空気 UFB を発生させた後に静置

し、UFB の粒径や個数濃度が比較的安定する翌日

から実験に供した。 

なお、後述する 3.1 UFB 水の特性および 3.2 発

 

芽試験結果とモデル解析においては、実験の都度、

目的とする UFB個数濃度となるように UFB発生

装置の稼働時間を調整した。 

2.5 UFB計測装置 

 UFB の測定には、粒子解析装置ナノサイト 
LM10（日本カンタム・デザイン㈱）を使用した。

レーザー光源は 635 nm, 40 mWの半導体レーザー

である。同型機種でも、パラメータの設定が異な

れば結果の再現性が損なわれる。本測定では解析

ソフトウェア上で与えるパラメータを以下の通

り一定とした。[Capture Window]: Screen Gain=2.1、
Camera Level=max、 [Process Window]: Detection 
threshold=6、 [Measurement Window]: Number of 
captures=3、Capture duration 30s. なお、Capture 
duration はブラウン運動する粒子の録画時間であ

るが、予備実験として 30 s から 60 s まで 10 s 刻
みで同一試料を測定した結果から、30 s の録画時

間であれば微粒子解析結果に影響しないことを

確認して設定した。 
2.6 ESR（電子スピン共鳴）分光器とラジカル 

 ESR（Electron Spin Resonance）分光器はＸバン

ド（9.8 GHz）の EMX-plus（ブルカーバイオスピ

ン㈱）を用いた。測定条件を、中心磁場 3521 G、
測定磁場範囲 200 G、磁場変調幅 1 G およびマイ

クロ波強度 6 mW と設定し、室温にて測定した

[22]。 
 UFB 水をシリンジ付きディスポ扁平セル

（60(L)×6.5(W)×0.3(T:ID) mm、有限会社 フラッ

シュポイント）で吸い上げ、セルを ESR キャビテ

ィ―内にセットした後、速やかにアダクト信号を

計測した。 

 スピントラップ剤には 50 mM の 5-(2,2-
dimethyl-1, 3-propoxy cyclophoryl)-55-methil-1-
pyrroline N-oxide (CYPMPO, MW=247.23)（合同会

社 PRINC）を用いた。 

 UFB を崩壊させてラジカルを発生させるため

に、UFB 水を採取したディスポ扁平セルの、セル

部のみ、超音波洗浄器（ASU-3D, 43 kHz, 80 W, ア
ズワン㈱）に 30 秒浸漬した。 

 なお、得られた ESR スペクトルから目的のシ

グナル強度を定量評価するために標準試料（ESR
用スタンダード試料（PFA-4/10）を用いた測定も

行った。 

2.7 その他の装置 

 上記に加えて以下に列挙する装置を使用した。 

(1)蛍光式溶存酸素濃度（DO）計および pH 計： 
Seven2Go Pro および TMSevenExcellence™卓上

メータ（メトラー・トレド㈱） 
(2)ゼータ電位： ゼータ電位計 ZEECOM（㈱マ

イクロテック・ニチオン）  
(3)蒸留水：蒸留水製造装置（ヤマト科学㈱，

Autostill WA-53）を用いた。 
 
3. 実験結果 

3.1 UFB水の特性 

 UFB 発生装置を 60 分間運転した後、110 mL の

ガラス瓶（スクリュー管瓶）複数に UFB 水を採

取後、ヘッドスペースが生じないように密封して

20℃の恒温室に静置し、約 1 ケ月に渡って UFB
の特性を計測した。なお、個数濃度と粒径の測定

では、ガラス瓶の上部、中央部および下部から約 

5 mL の UFB 水をサンプル水として採取し、各サ

ンプル水につき 3 回測定し、合計 9 個の測定値を

得た。 

3.1.1 運転時間と UFB水の温度 

UFB 発生装置に循環水の冷却機能がないため、

運転時間と共に UFB 水の温度は漸増し、60 分運

転後の UFB 水温度は、34.8 ℃（室温 17.7 ℃）お

よび 41.6 ℃（室温 22.8 ℃）まで上昇した。一方、

DO は、いずれも 12 mg/L 程度であり、大気圧下

で同温度域の飽和溶存酸素濃度 8.4～9.3 mg/L に

対して過飽和になっていた。したがって、40 ℃超

の水温であっても、DO の観点からは運転による

水温上昇に問題は認められなかった。 

3.1.2 個数濃度、粒子径、DO、pHおよびゼータ

電位 

 UFB 装置の運転時間と共に UFB 個数濃度やそ

の他の特性が変化する。ここでは個数濃度が 10
の 8 乗レベルで個数濃度が近い値にある UFB 水

の例を代表として 2 例取り上げ、各種の特性を示

した。図中の記号 DW は蒸留水中に発生させた

UFB を指し、（）内は発生させた日付を意味して

おり、Fig.1～Fig.5 まで共通である。 

【UFB個数濃度】 

ヘッドスペースがない状態で密封保存した試

料の UFB 個数濃度 2 例を Fig. 1 に示した。

DW(2/20)は 1.1×108～1.62×108（個/mL）、DW（5/08）
は 1.4×108～2.2×108（個/mL）の範囲にあり、28 日
間にわたって大きな変動はなく、UFB が安定して

存在した。 
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が、従来の用語に加えて ISO 用語を用いる例が激

増する様相を呈している。本稿では ISO 規格の用

語を用いることを基本とし、文献の引用に際して

は、混乱を招く恐れがある場合には、その文献で

使われた用語と ISO 用語を併記した。 
 ファインバブルの物理化学的特性については

従来より多くの知見が報告されてきたが[2-14]、
生体への影響に関する報告は少ない。こうした状

況もあり、筆者らはオオムギ種子を対象に UFB
（ウルトラファインバブル）水の発芽促進効果を

検討してきた。DO（溶存酸素濃度）が同じでも

UFB 水で発芽が促進されるメカニズムに関して、

筆者らは、UFB 水における活性酸素（ROS: 
Reactive Oxygen Species）の発生を実験的に認めた。

そこで、UFB の個数濃度（個/mL）の経時的な減

少（UFB の崩壊）により ROS（・OH：ヒドロキ

シルラジカル）が発生し、これがシグナル伝達分

子となって種子内の ROS（O2
・-：スーパーオキシ

ドアニオンラジカル）の発生を誘発し、発芽を促

進するという仮説を提示し、これを実験的に裏付

けるデータを報告してきた[15-17]。これらの結果

に基づき、ベトナム、タイ、インドネシア、ハワ

イなどでも実証試験と ISO への国際規格提案を

行った結果、FB（ファインバブル）の応用技術の

うち、最初に発行した規格の一つとして「オオム

ギ種子の発芽促進を評価する試験法」が国際規格

として発行された[18]。 
 こうした発芽促進効果は UFB の個数濃度がお

よそ 107~108（個/mL）レベルにあるときに観察さ

れているが、UFB が発芽促進に効果を発揮するた

めの最小の UFB 個数濃度については報告が見当

たらないので、検討した。 
 
2. 実験方法および装置 

2.1 種子と発芽試験 

 種子には、コムギ、トウモロコシ（メイズ）、コ

メに次いで世界で 4 番目に重要な穀物であるオ

オムギ種子（コビンカタギ）を用いた。種子水分

を約 13 % w. b.に調製した乾燥種子を 20 ℃前後

の室内に静置し、11 ヵ月～45 ヵ月にわたって保

存することにより、異なる保存期間における種子

を採取して実験に供した。いずれの実験でも、粒

が大きく、変色がない健全な種子 300 粒を選別し、

これを任意に 2 つのグループに分け、一方を UFB
水試験区用（UFB 区）、他方を蒸留水試験区用（コ

ントロール区）とした。各グループを更に 50 粒

ずつ 3 組に分け、プラスチック製ネットに入れた。

それぞれの試験区の 50粒 3組ずつを UFB水およ

び蒸留水を入れたビーカーに浸漬した。水量は種

子 1 粒につき 10 mL とし（各試験区とも 150 粒

/1.5L）、各水を 1 日 2 回交換した。恒温水槽を用

いて水温を 25 ℃一定で暗条件とし、各測定時間

に、各試験区の水で十分に湿らせたろ紙上に種子

を 50 粒ずつ整列させ、発芽した種子数を記録し

た。 

2.2 発芽の判定 

 種子の発芽は、吸水に始まり幼根が伸びて外皮

（種皮）を破ることで終わるとの記述がある[19]。
しかし本稿では技術的な取扱いを念頭に置いて、

ISO 規格（ISO 18763:2016）に則り、幼根が 1 mm
の長さに達した状態を発芽と判定した[20]。 

2.3 モデル式と評価パラメータ 

 時間と共に種子が発芽する過程をモデル化す

るために、式(1)に示す dose response (s-shaped) 
model を適用し、T50を求めた[21]。 

G(𝑡𝑖) =
𝐺𝑚𝑎𝑥

1+𝑒𝑥𝑝{𝐵(log(𝑡𝑖)−log(𝑇50))}
            (1) 

ここで、log は自然対数を表し，記号は末尾に

示す通りである． 

 次に、UFB の効果を定量化する評価パラメータ

として ISO 規格で定義された式(2)の P 値を求め

[18]、本稿では P 値を%に換算して示した。また、

視認性を考慮して、それぞれの T50と残差平方和

を基にした 95%信頼帯をも示した。 

    P = (𝑇50,   𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 − 𝑇50,   𝑈𝐹𝐵)/𝑇50,   𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙    (2) 

2.4 UFB発生装置 

 UFB の発生には Ultrafine GALF FZ1N-10 bubble 
generator（IDEC㈱）を用いた。供給電力は 1.5 kVA、
水（蒸留水）の循環流量は 16.6 L/min、供給され

る空気は 0.83 L/min である。蒸留水を 15 L 供給

し、室内空気をフィルタ（エアーフィルターKIC-
T6，アズワン㈱）を介して取り込み、10 分間稼働

させて発生装置内を洗浄後、すべての UFB 水を

排出した。続いて 15 L の蒸留水を用いて 10～60
分間稼働させ、空気 UFB を発生させた後に静置

し、UFB の粒径や個数濃度が比較的安定する翌日

から実験に供した。 

なお、後述する 3.1 UFB 水の特性および 3.2 発

 

芽試験結果とモデル解析においては、実験の都度、

目的とする UFB個数濃度となるように UFB発生

装置の稼働時間を調整した。 

2.5 UFB計測装置 

 UFB の測定には、粒子解析装置ナノサイト 
LM10（日本カンタム・デザイン㈱）を使用した。

レーザー光源は 635 nm, 40 mWの半導体レーザー

である。同型機種でも、パラメータの設定が異な

れば結果の再現性が損なわれる。本測定では解析

ソフトウェア上で与えるパラメータを以下の通

り一定とした。[Capture Window]: Screen Gain=2.1、
Camera Level=max、 [Process Window]: Detection 
threshold=6、 [Measurement Window]: Number of 
captures=3、Capture duration 30s. なお、Capture 
duration はブラウン運動する粒子の録画時間であ

るが、予備実験として 30 s から 60 s まで 10 s 刻
みで同一試料を測定した結果から、30 s の録画時

間であれば微粒子解析結果に影響しないことを

確認して設定した。 
2.6 ESR（電子スピン共鳴）分光器とラジカル 

 ESR（Electron Spin Resonance）分光器はＸバン

ド（9.8 GHz）の EMX-plus（ブルカーバイオスピ

ン㈱）を用いた。測定条件を、中心磁場 3521 G、
測定磁場範囲 200 G、磁場変調幅 1 G およびマイ

クロ波強度 6 mW と設定し、室温にて測定した

[22]。 
 UFB 水をシリンジ付きディスポ扁平セル

（60(L)×6.5(W)×0.3(T:ID) mm、有限会社 フラッ

シュポイント）で吸い上げ、セルを ESR キャビテ

ィ―内にセットした後、速やかにアダクト信号を

計測した。 

 スピントラップ剤には 50 mM の 5-(2,2-
dimethyl-1, 3-propoxy cyclophoryl)-55-methil-1-
pyrroline N-oxide (CYPMPO, MW=247.23)（合同会

社 PRINC）を用いた。 

 UFB を崩壊させてラジカルを発生させるため

に、UFB 水を採取したディスポ扁平セルの、セル

部のみ、超音波洗浄器（ASU-3D, 43 kHz, 80 W, ア
ズワン㈱）に 30 秒浸漬した。 

 なお、得られた ESR スペクトルから目的のシ

グナル強度を定量評価するために標準試料（ESR
用スタンダード試料（PFA-4/10）を用いた測定も

行った。 

2.7 その他の装置 

 上記に加えて以下に列挙する装置を使用した。 

(1)蛍光式溶存酸素濃度（DO）計および pH 計： 
Seven2Go Pro および TMSevenExcellence™卓上

メータ（メトラー・トレド㈱） 
(2)ゼータ電位： ゼータ電位計 ZEECOM（㈱マ

イクロテック・ニチオン）  
(3)蒸留水：蒸留水製造装置（ヤマト科学㈱，

Autostill WA-53）を用いた。 
 
3. 実験結果 

3.1 UFB水の特性 

 UFB 発生装置を 60 分間運転した後、110 mL の

ガラス瓶（スクリュー管瓶）複数に UFB 水を採

取後、ヘッドスペースが生じないように密封して

20℃の恒温室に静置し、約 1 ケ月に渡って UFB
の特性を計測した。なお、個数濃度と粒径の測定

では、ガラス瓶の上部、中央部および下部から約 

5 mL の UFB 水をサンプル水として採取し、各サ

ンプル水につき 3 回測定し、合計 9 個の測定値を

得た。 

3.1.1 運転時間と UFB水の温度 

UFB 発生装置に循環水の冷却機能がないため、

運転時間と共に UFB 水の温度は漸増し、60 分運

転後の UFB 水温度は、34.8 ℃（室温 17.7 ℃）お

よび 41.6 ℃（室温 22.8 ℃）まで上昇した。一方、

DO は、いずれも 12 mg/L 程度であり、大気圧下

で同温度域の飽和溶存酸素濃度 8.4～9.3 mg/L に

対して過飽和になっていた。したがって、40 ℃超

の水温であっても、DO の観点からは運転による

水温上昇に問題は認められなかった。 

3.1.2 個数濃度、粒子径、DO、pHおよびゼータ

電位 

 UFB 装置の運転時間と共に UFB 個数濃度やそ

の他の特性が変化する。ここでは個数濃度が 10
の 8 乗レベルで個数濃度が近い値にある UFB 水

の例を代表として 2 例取り上げ、各種の特性を示

した。図中の記号 DW は蒸留水中に発生させた

UFB を指し、（）内は発生させた日付を意味して

おり、Fig.1～Fig.5 まで共通である。 

【UFB個数濃度】 

ヘッドスペースがない状態で密封保存した試

料の UFB 個数濃度 2 例を Fig. 1 に示した。

DW(2/20)は 1.1×108～1.62×108（個/mL）、DW（5/08）
は 1.4×108～2.2×108（個/mL）の範囲にあり、28 日
間にわたって大きな変動はなく、UFB が安定して

存在した。 
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【粒径、DO、pH、ゼータ電位】 
UFB の平均粒径（全粒子の平均直径）を Fig. 2

に示した。保存全期間に渡り平均粒径は、DW 

 

（2/20）では 98.9～137.4 nm、DW（5/08）では 91.1
～111.8 nm の範囲にあり、安定していた。また、

DO を Fig. 3、pH を Fig. 4、ゼータ電位を Fig. 5

に示した。ゼータ電位を除いて、いずれも、保存

全期間にわたってほぼ安定した値となった。ゼー

タ電位（Fig. 5）のみ、UFB 発生後 5 日間ほど変

動が大きかった。Fig. 2 に見られる平均粒径の大

きなバラツキが単に幾つもの異なる粒径の存在

を反映したものでなく、UFB 発生後しばらくはバ

ブルの合一や収縮が生じており、それがゼータ電

位の計測を不安定にした可能性が考えられる。 
3.2 発芽試験結果とモデル解析 

3.2.1 高品質種子（短期保存）に現れる促進効果 

 UFB 水と Control 水に浸漬した場合の発芽率の

経時変化と s-shaped モデルによるフィッティン

グ結果を Fig. 6 に示した。UFB の個数濃度は 2.37
×108 個/mL であった。記号□は UFB 水、〇はコ 

Fig. 3 DO of UFB water over storage time. 
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Fig. 5 Zeta-potential over storage time. 
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発芽促進効果の観点からは、いずれの場合も

T50, UFB<T50, Controlであり UFB 区で発芽速度が向上

した。しかし、第１行（1.06×107個/mL）におい

ては、統計的有意差（危険率 5%）が認められな

かった。その理由は、UFB 個数濃度が低すぎて効

果発現に至らなかったと考えられる。 
 一方、これよりも約 3 倍高い個数濃度で比較し

た結果が第 2 行（3.14×107 個 /mL）と第 3 行

（3.46×107個/mL）である。両者は、ほぼ同等の個

数濃度であったが、前者では T50, Controlと T50, UFBに

有意差があったのに対し、後者では有意差が認め

られなかった。従ってこのレベルの個数濃度では

統計的に安定した発芽促進効果は望めないと判

断された。 
 さらに、個数濃度を高めた場合、すなわち、

7.22×107個/mL~ 6.61×108個/mL の範囲では、種子

の品質に関わらず、統計的有意差を持って発芽促

進効果が認められた。この事実と、本研究で用い

たナノサイト LM10 を始め、多くの微粒子計測装

置による個数濃度が、不可避的に水中の UFB と

異物を合算した値でしかないことを考慮すると、

発芽促進効果は、およそ 108個/mL 以上において

発揮されると推察された。 
 さらに、種子の品質が一定の場合に、UFB 個数

濃度がどう発芽に影響するかを第 9 行と第 10 行

から推察できる。コントロール区における両者の

Gmax, Ccontrolは共に 37.3 %と極めて低く、発芽の生

理活性に係る種子品質は同等であった。これに

UFB 水を適用すると、個数濃度が 2.27×108個/mL
（第 9 行）の時に 44.0 %にしか増大しなかった発

芽率が 6.61×108個/mL（第 10 行）では 76.7 %ま

で増大し、発芽促進効果に顕著な違いが見られた。

すなわち、発芽率が低い種子に対しては、UFB 個

数濃度が顕著な影響を与えることが示された。 
3.4 ESR法によるラジカルの検出と UFB個数濃

度 

 個数濃度が 7.27×108 個 /mL の UFB 水に

CYPMPOを加えた溶液のESRスペクトルをFig.9

に示した。縦軸(Fig.9～Fig. 12)は CYPMPO アダ

クトのシグナル強度の相対値である。ノイズが大

きく、ラジカルの発生を示す特徴的なシグナルは

認められなかった。これにより、CYPMPO を加え

ても UFB の崩壊は生じな いと判断された。 
 Fig.10 は個数濃度 6.03×108個/mL の UFB 水に

CYPMPO を加えた溶液に超音波を照射した後に

観測された ESR スペクトルであり、ラジカルの

Fig. 9 ESR spectrum of UFB water containing 
CYPMPO without applying ultrasonic 
sound. 

3300 3400 3500 3600 3700

3: UFB+CYPMPO (50 mM), without US

Magnetic field (G)

Fig. 10 ESR spectrum of UFB water containing 
CYPMPO after applying ultrasonic 
sound. 

3300 3400 3500 3600 3700

12: UFB60 without Mn marker

Magnetic field (G)

Table 1 Promotion effect on germination of 
Barley seeds with storage duration and 
UFB number concentration. 

 

 

発生が確認された。その形状から、大半はヒドロ

キシルラジカル（・OH）で、少量のスーパーオキ

シドアニオンラジカル（O2
・-）が混在すると判断

された。 
 次に、マンガンマーカーと UFB 水を測定し、

観測されるラジカルのシグナル強度（矢印①）を

矢印②のシグナル強度比として算出した。 
 これにより、異なる試料・条件であってもラジ

カル発生量すなわちシグナル強度を相対的に比

較し定量化することができる。Fig. 10 のスペク

トルを呈する UFB 水をマンガンマーカーと共に

測定して得たスペクトルを Fig. 11 に示す。図中

の矢印①（g=2.01）がマンガンマーカーの影響を

受けずにシグナル強度が安定して観察できる・

OH 由来のアダクトシグナルであり、矢印②

（g=1.93）がマンガンマーカーのシグナルを示す。

両者のシグナル強度から、マンガンマーカーのシ

グナル強度を 1 とすると・OH のシグナル強度は

0.79 であった。 
 一方、個数濃度が低い UFB 水（1.26×108 個/mL）
に超音波を照射した後、同様に ESR スペクトル

を測定した。その結果を Fig. 12 に示す。このと

き、前述と同じ方法でマンガンマーカーの単位当

たりのシグナル強度に対する・OH のシグナル強

度は 0.68 となった。 

以上の結果、UFB 個数濃度が高いほどラジカル

の発生量が多いことが示された。このように、ラ

ジカルの発生量と UFB 個数濃度の多寡とが対応

する結果が得られたことから、現時点で多くの微

粒子計測装置が異物と UFB を識別できない問題

を解決する方法の 1 つが示唆された。すなわち、

超音波照射により、異物ではなく UFB のみの個

数濃度を、ラジカル量を介して推定・評価できる

可能性に光が当てられた。 
さらに、UFB 発生の翌日以降の UFB 水から、

ESR 法により、ラジカルの発生が認められた。こ

のことは、UFB が少なくとも数秒や数分という短

時間でなく、日単位で長期にわたって存在するこ

とを支持するデータであると考える。 
 

4. 考 察 

4.1 発芽促進に係る UFB個数濃度 

 ROS（O2
・-, H2O2, ・OH, 1O2）がシグナル伝達

系でセカンドメッセンジャーとして働き、これら

が植物の成長や発育、ストレス応答など様々なプ

ロセスを制御していることが知られている。

Krannerらは内生のROSに関する研究が進んでい

るのに対し、外生の ROS が種子の発芽に果たす

生理学的な重要性に関する知見が少ないことか

ら、エンドウの種子を水に浸漬した発芽の初期段

階では短時間に生成する H2O2 が発芽に重要な役

割を果たしていることを示すと同時にその生成

量は極めて少ないことを指摘した[23]。一方、

Ishibashiらは人為的に外生のH2O2を与えた結果、

オオムギ種子の発芽が促進されることを報告し

た[24]。両報告の結果は一致しており、外生の

ROS が種子発芽を促進することから、UFB 水に

よる発芽促進に関する報告[15, 25, 26]が増加して

いる理由の一端もここにあると思われる。 
 一方、オオムギ種子の発芽時に NADPH オキシ 

Fig. 11 ESR spectral of UFB water containing 
CYPMPO after applying ultrasonic 
sound with Mn marker. 
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13: UFB60 with Mn marker

①
②

Magnetic field (G)

Fig. 12 ESR spectral of UFB water containing 
CYPMPO after applying ultrasonic 
sound with Mn marker. 
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15: UFB10 with Mn marker
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混相流 34 巻 １号（2020） 199



 

 
発芽促進効果の観点からは、いずれの場合も

T50, UFB<T50, Controlであり UFB 区で発芽速度が向上

した。しかし、第１行（1.06×107個/mL）におい

ては、統計的有意差（危険率 5%）が認められな

かった。その理由は、UFB 個数濃度が低すぎて効

果発現に至らなかったと考えられる。 
 一方、これよりも約 3 倍高い個数濃度で比較し

た結果が第 2 行（3.14×107 個 /mL）と第 3 行

（3.46×107個/mL）である。両者は、ほぼ同等の個

数濃度であったが、前者では T50, Controlと T50, UFBに

有意差があったのに対し、後者では有意差が認め

られなかった。従ってこのレベルの個数濃度では

統計的に安定した発芽促進効果は望めないと判

断された。 
 さらに、個数濃度を高めた場合、すなわち、

7.22×107個/mL~ 6.61×108個/mL の範囲では、種子

の品質に関わらず、統計的有意差を持って発芽促

進効果が認められた。この事実と、本研究で用い

たナノサイト LM10 を始め、多くの微粒子計測装

置による個数濃度が、不可避的に水中の UFB と

異物を合算した値でしかないことを考慮すると、

発芽促進効果は、およそ 108個/mL 以上において

発揮されると推察された。 
 さらに、種子の品質が一定の場合に、UFB 個数

濃度がどう発芽に影響するかを第 9 行と第 10 行

から推察できる。コントロール区における両者の

Gmax, Ccontrolは共に 37.3 %と極めて低く、発芽の生

理活性に係る種子品質は同等であった。これに

UFB 水を適用すると、個数濃度が 2.27×108個/mL
（第 9 行）の時に 44.0 %にしか増大しなかった発

芽率が 6.61×108個/mL（第 10 行）では 76.7 %ま

で増大し、発芽促進効果に顕著な違いが見られた。

すなわち、発芽率が低い種子に対しては、UFB 個

数濃度が顕著な影響を与えることが示された。 
3.4 ESR法によるラジカルの検出と UFB個数濃

度 

 個数濃度が 7.27×108 個 /mL の UFB 水に

CYPMPOを加えた溶液のESRスペクトルをFig.9

に示した。縦軸(Fig.9～Fig. 12)は CYPMPO アダ

クトのシグナル強度の相対値である。ノイズが大

きく、ラジカルの発生を示す特徴的なシグナルは

認められなかった。これにより、CYPMPO を加え

ても UFB の崩壊は生じな いと判断された。 
 Fig.10 は個数濃度 6.03×108個/mL の UFB 水に

CYPMPO を加えた溶液に超音波を照射した後に

観測された ESR スペクトルであり、ラジカルの

Fig. 9 ESR spectrum of UFB water containing 
CYPMPO without applying ultrasonic 
sound. 
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3: UFB+CYPMPO (50 mM), without US
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Fig. 10 ESR spectrum of UFB water containing 
CYPMPO after applying ultrasonic 
sound. 
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12: UFB60 without Mn marker
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Table 1 Promotion effect on germination of 
Barley seeds with storage duration and 
UFB number concentration. 

 

 

発生が確認された。その形状から、大半はヒドロ

キシルラジカル（・OH）で、少量のスーパーオキ

シドアニオンラジカル（O2
・-）が混在すると判断

された。 
 次に、マンガンマーカーと UFB 水を測定し、

観測されるラジカルのシグナル強度（矢印①）を

矢印②のシグナル強度比として算出した。 
 これにより、異なる試料・条件であってもラジ

カル発生量すなわちシグナル強度を相対的に比

較し定量化することができる。Fig. 10 のスペク

トルを呈する UFB 水をマンガンマーカーと共に

測定して得たスペクトルを Fig. 11 に示す。図中

の矢印①（g=2.01）がマンガンマーカーの影響を

受けずにシグナル強度が安定して観察できる・

OH 由来のアダクトシグナルであり、矢印②

（g=1.93）がマンガンマーカーのシグナルを示す。

両者のシグナル強度から、マンガンマーカーのシ

グナル強度を 1 とすると・OH のシグナル強度は

0.79 であった。 
 一方、個数濃度が低い UFB 水（1.26×108 個/mL）
に超音波を照射した後、同様に ESR スペクトル

を測定した。その結果を Fig. 12 に示す。このと

き、前述と同じ方法でマンガンマーカーの単位当

たりのシグナル強度に対する・OH のシグナル強

度は 0.68 となった。 

以上の結果、UFB 個数濃度が高いほどラジカル

の発生量が多いことが示された。このように、ラ

ジカルの発生量と UFB 個数濃度の多寡とが対応

する結果が得られたことから、現時点で多くの微

粒子計測装置が異物と UFB を識別できない問題

を解決する方法の 1 つが示唆された。すなわち、

超音波照射により、異物ではなく UFB のみの個

数濃度を、ラジカル量を介して推定・評価できる

可能性に光が当てられた。 
さらに、UFB 発生の翌日以降の UFB 水から、

ESR 法により、ラジカルの発生が認められた。こ

のことは、UFB が少なくとも数秒や数分という短

時間でなく、日単位で長期にわたって存在するこ

とを支持するデータであると考える。 
 

4. 考 察 

4.1 発芽促進に係る UFB個数濃度 

 ROS（O2
・-, H2O2, ・OH, 1O2）がシグナル伝達

系でセカンドメッセンジャーとして働き、これら

が植物の成長や発育、ストレス応答など様々なプ

ロセスを制御していることが知られている。

Krannerらは内生のROSに関する研究が進んでい

るのに対し、外生の ROS が種子の発芽に果たす

生理学的な重要性に関する知見が少ないことか

ら、エンドウの種子を水に浸漬した発芽の初期段

階では短時間に生成する H2O2 が発芽に重要な役

割を果たしていることを示すと同時にその生成

量は極めて少ないことを指摘した[23]。一方、

Ishibashiらは人為的に外生のH2O2を与えた結果、

オオムギ種子の発芽が促進されることを報告し

た[24]。両報告の結果は一致しており、外生の

ROS が種子発芽を促進することから、UFB 水に

よる発芽促進に関する報告[15, 25, 26]が増加して

いる理由の一端もここにあると思われる。 
 一方、オオムギ種子の発芽時に NADPH オキシ 

Fig. 11 ESR spectral of UFB water containing 
CYPMPO after applying ultrasonic 
sound with Mn marker. 
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13: UFB60 with Mn marker

①
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Fig. 12 ESR spectral of UFB water containing 
CYPMPO after applying ultrasonic 
sound with Mn marker. 
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ダーゼにより合成された ROS が胚におけるジベ

レリン生合成を促進し、デンプン貯蔵細胞におけ

るα-アミラーゼを誘導するとの報告がある[27]。 
そこで、別途測定したα-アミラーゼ活性を Fig. 

13 に示した。UFB 水に浸漬した種子のα-アミラ

ーゼ活性がコントロール水よりも高いことが明

瞭であり、UFB に起因した外生の ROS が内生の

ROS 合成に寄与していることが推察された。 

 
 Table 1に示したように UFB水の発芽促進効果

が発揮されるためには、ある値以上の個数濃度が

要求される。一方、UFB 自体を光学的には視認で

きないため、多くの装置がレーザー光を照射し、

その散乱光を検出して、各々の装置に特有の方法

で結果を求めることが多く、かつ、検出された情

報の解析方法も装置によって異なる。このため、

種々の論文で個数濃度が報告されていても、その

濃度が実態をどこまで表現しているかは常に問

題となっている。 
 そこで、本報告はナノサイト LM10（計測ソフ

トウェア：NTA3.1 Build3.1.46）による個数濃度を

使ったが、共著者が有するナノサイト NS500（レ

ーザー光源 405 nm、70 mW、計測ソフトウェア：

NTA3.0 0068 ）を用いて、事前に比較測定を行っ

た。装置に入力するパラメータは録画時間を 60 s
とする以外は 2.5 節に記したと同等にし、2.4 節

に記したバブル発生装置を 10 分、20 分および 60
分稼働させて異なる個数濃度の UFB 水を発生さ

せ、ヘッドスペースを排除してガラス瓶に封入し、

翌日の同時刻に 2 つのナノサイトで個数濃度や

粒径を測定した。Fig. 14 に 60 分稼働させた場合

の UFB 粒子径測定結果を 1 例として示した。計

測性能は NS500 の方が高いにも関わらず、バブ

ル粒子径には大差が見られなかった。一方、個数

濃度は NS500 の方が 1.6 倍ほど多い値であった。

計測装置の性能向上と共に、現象をより的確に捉

える方向に進んでおり、想定された結果となった。

同一の製造会社で同一の計測器シリーズを用い

て、このような違いが生じるのであるから、異な

る製造会社の装置を用いた場合には、得られた結

果に対して一層の注意が必要である。 
 以上の結果から、発芽促進効果を発揮する最小

の個数濃度を判定する場合にも慎重にならざる

を得ない。Table 1 において、UFB 水の発芽促進

効果が認められる最小値は 7.22×107 個/mL であ

るが、これを 1.6 倍すると 1.15×108 個/mL にな

る。3.3 節で「発芽促進効果は、およそ 108個/mL
以上において発揮される」としたのは、不可避の

異物の影響も含めて、ここに記した計測装置に起

因した理由による。 
4.2 超音波照射によるラジカル発生量とUFB個

数濃度 

 静置した UFB 水から OH ラジカルが発生する

可能性は低いとする数値シミュレーションが報

告されている[28]。しかし、オオムギ種子では静

置した UFB 水に浸漬するのみで外部からのエネ

ルギーを与えることなく、Table 1 に示した発芽

促進が認められた。また、蛍光試薬 APF を用いた

Fig. 13 α-amylase activity of seeds submerged 
in UFB and Control water. 
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に比較した結果、UFB 個数濃度と発生するラジカ

ル量には対応関係が認められた。さらに、ラジカ

ルの発生が実験的に確認された結果から、UFB が

長期に存在することが明らかになった。 
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Nomenclature 

G(ti) : observed germination ratio for each 
 Inspection  [-] 
Gmax : maximum germination ratio     [-] 
Gmax, UFB : maximum germination ratio of UFB 
  Section    [-] 
Gmax, control : maximum germination ratio of Control  
   Section    [-] 
T50 : time when the inferred germination  
 ratio is 50 % of Gmax     [h] 
ti : time for each inspection;    [h] 
  it is recommended to use t0.1 for the time  
  zero instead of t0 in order to avoid the  
  calculation of log 0 for the smooth data  
  analysis 
B : slope at the time T50                    [1/h] 
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に比較した結果、UFB 個数濃度と発生するラジカ

ル量には対応関係が認められた。さらに、ラジカ

ルの発生が実験的に確認された結果から、UFB が

長期に存在することが明らかになった。 
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Nomenclature 

G(ti) : observed germination ratio for each 
 Inspection  [-] 
Gmax : maximum germination ratio     [-] 
Gmax, UFB : maximum germination ratio of UFB 
  Section    [-] 
Gmax, control : maximum germination ratio of Control  
   Section    [-] 
T50 : time when the inferred germination  
 ratio is 50 % of Gmax     [h] 
ti : time for each inspection;    [h] 
  it is recommended to use t0.1 for the time  
  zero instead of t0 in order to avoid the  
  calculation of log 0 for the smooth data  
  analysis 
B : slope at the time T50                    [1/h] 
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