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糖類溶液中に お け る酵母 の 凍結障害
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　　The 　 effeet 　of 　extracellu ］ar 　crystallization 　on 　freeze−thaw 　damage　of 　Saccharem］aes

cel
’
ci．・isiae　in　 saccharide 　solution 　 was 　stud 三ed ．

　　First
，　the　bchav三〇r　of 　saccharide 　solut 三〇 ns　on 　frcezing　and 　thawing 　 was 　allalyzed

by　differcntial　scanning 　calorimetry 　and 　thermomechanical 　ana ．lyses．

　　DulsltQI　 and 　 mannitol 　 solutions 　 crystallized 　at　low　 temperatures 　 and 　promoted
fi’eezing 　damagc．　Saccharides　 wllich 　did　 not 　crystallize　 at 王ow 　temperatures 　 werc

cryoprotcctive ．

　　The 　v ｛abi 工ity　of 　yeast　cells 　decreased　markedly 　in　Clulsitol　and 　mannitol 　solutions

as 　svell　as　electrolytes 　when 亡he　crystallization 　of 　conccntrate 　oc ¢ urred 　in　the　harmfu1
亡en ユpera己し竃rc 　zone ．

　酵 母 （Saccha7’om7ces 　 cePtevisiae ）の 凍結障害 の一因

と して
， 著者 らは各種化合物の 菌体懸濁液の 共晶

・
結

品 化との 関連性につ い て検討 して きた．そ の結果 ， 凍

結 に よ り塩類溶液 の 結晶化 した もの を融解す る と，S．

cere ・visiae の 生存率 が 急激 に 低下 す る こ と、1｝
こ の 致死

作用 は お お よ そ 一10〜40℃ の 範囲で 共晶を 生成す る

多くの 塩類に見られ る こ と，
2〕

を明らか に した．こ れ ら

の こ と に，さ らに，普偏性を持 た せ，ま た ，致 死 機 構

を 解明す る た め に は，冷却時、致死温度帯内で 結晶化

する性質を持つ 化合物を ， 溶液自体に有害な もの が多

い 塩 類以 外 に ， む しろ ， 凍結保 護作用を持 つ と され る

化合物，ある い は ，そ の 類縁化合物中か ら見 出す必 要

が ある．

　糖類が 生 体試 料の 凍結 に対 し凍結保護作用を 有す る

こ と はすで に 広 く知 られ ， 実用化 され て い る ．一
方 ，

Mackenzie ら
5》

は，大腸菌の 凍結乾燥 に 際しマ ン ニ ト

ール が 結晶化す る た め に保護作用 が無効で ある こ とを

報告 して い る．ま た
，

マ ン ニ トール が凍結乾燥製剤の

優れ た賦 形 剤で あ り，そ れ は結晶化 しや す い 性質 に よ

る もの で ある こ とが知られて い る．こ れ らの こ とは，
マ ン ニ F一ル 等の 結晶化 しや すい 糖類化合物 を 含む 菌

＊
酵母の 凍結障害に 関す る研究 （第 4報）

体懸濁液の 凍結 に 際 し，菌体外液 の 結晶固 化 に よ る致

死作用 が発現す る こ と を予測 させ る．そ こで ，本報で

は各種糖類溶液中に お け る 酵母 の 凍結障害に つ い て ，

特 に ，菌体外液 の 結 晶 固化 と致死 作用 の 関連性 に つ い

て 検討 した 結果に つ い て報告す る．

実　験　方　法

　糖類溶液 の 示差走査熱量 分析　　溶液の 結晶化 に つ

い て 検討する た め，低温形示差走査熱量計 （理学電機

製 ） に よ り示差 走 査 熱 量 （以下 DSC と言う）曲線を

測定 した・DSC は試料溶液 30μ 1を 5mm φの 白金製

皿 に入 れ ， 酸化 ア ル ミニ ウ ム 粉末を対照として ，3℃ ／

min で ，通常
一60℃ まで凍結 ・融解させ ，測定 した．

　糖類溶液の 熱機械分析　　熱機械分析 （TMA ）装置

（理 学電機製） に よ り凍結固 化 試 料 の 軟化状態 を 測定

した．Fig．1 に 示す よ うに ，試料 50 μ1を 5 皿 m φの

石英 セ ル に入れ ，

− 60℃ まで 温度降下させ る．凍結

固化 した試料表面に IOg の 分銅で 加重 した 0．5mm φ

の ピ ン 先端を 押 し付け圧迫 し ，
3℃ ／min で 昇温 した ．

融解濕度付近で は ピ ン が試料中に くい 込む の で そ の 変

位量が チ ャ
ー

ト上 に 記録 さ れ る．

　供試菌株お よ び菌体懸濁液の 調製　　5，cerevisiae
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Fig．1．　 Apparatus 　for　 thermomechanical 　 analysis ．

IAM 　 4274 を 用 い て ，前報
D
と 同様 の 方法 に よ り， 培

養 お よび 菌体懸濁液 の 調製 を行 っ た．

　菌体懸 濁液の 凍結 ・融 解方法　　前述 の 低温形示差

走 査熱量計を用 い ，同一の 方法 で 凍結 ・融解 した．

　生菌数の 測定　　白金製皿 中の 菌体懸濁液 30μ1 を

3m1 の 滅菌蒸留水中で 再懸濁 し， 融解後30分以 内に

麦芽抽出物培地 に希釈平板培養し，30℃ ，72時間培養

後計数 した，

実　験 　結　果

　各種糖類溶液の 低温下での 結晶化　　各種糖類溶液

の 結 晶 固 化に つ い て 検討 す る た め に ，DSC お よ び

TMA に よ る熱分析を行 っ た．　 DSC で は凍結 ・融解

時 に お ける 吸 ・発熱量を 測定 し， 結晶の生成
・融解状

態 に つ い て 検討した．ま た，TMA で は 融解時に おけ

る 凍結試料の 機 械的 強度を測定 し，DSC とは異な っ

た物理量か ら固化試料 の 融解状態 につ い て検討 した．

Fig．2〜8 に そ の結果を 示 した．

　Fig．　2 は ズ ル シ ト
ー

ル 溶液の DSC
，
　TMA 曲線で あ

る．DSC 曲線は 約
一8℃ の 過冷却状態 lcな っ た 時 に

水が氷に なり， そ の 発熱が認 め られる．こ の 発熱量は

非常 に 大 きい の で 試料溶液の 温度 は直ちに 0℃ の 氷

点近 くに 上昇 し，温 度 降下 の 直線性 が得 られな くな る．

従 っ て
， 水 の 結晶化継続中に は 実際 の 温度は 図の 表示

する温度 か ら高温側 に 大 きくずれる こ とに な る．水 の

結 晶化 がほ ぼ 終了 す る と温度降下の 直線性 が 再び 得 ら

　　一 、L
七 丗 δ

一

　 　 　 　 　 cooling 　　　　　　　　　 wqrming

　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ternpera苛ure　〔
OC

｝

Fig．2．　 DSC −−and 　TMA −thermograms 　 of　 O．3 八矼

　　dulsitol　solution ．　DSC −thermogram ： The 　sam ・

　　p艮e 〔30 μ1）was 　placed　in　a　DSC 　pan，　coo 正ed 　to

　　
− 60℃ at 　3℃ ／min 　and 　warmed 　to　20℃ at　3℃ ／

　　min ・ TMA −thermogram ： The　 sample （50μ1）
　　 was 　placed 三n　 a　TMA 　cell　 and 　 cooled 　to − 60℃

　　at 　3℃ ／min ，　 The 　 f匸ozen 　sample 　 surface 　 was

　　pressed　by　O．5mm φ pin　 and 　then 　warmed 　to

　　20℃ 乱t3DC ／min ．　 Around 　the 　thawing 　temper −

　　 ature ，　the　pin　s 包nk 　in　the　sample ．

れ る．水 の 発熱 ピーク に続 い て
一10〜− 20℃ 付近 で

小さな発熱 ピ
ー

クが現れた．そ の 後 一60℃ に至 る ま

で 発熱 ピー
クは見 られ な か っ た．昇温時に は 0℃ 付

近 で 急激 な 融解 が始ま るまで 熱変化は 見 られ な か っ た ．

こ の 凍結時 の 小 さ な 発熱 ピー
クはズ ル シ ト

ー
ル 濃度を

変化 させ る とそ れ に ほ ぼ 対応 して ピー
クの 大 きさ も変

化 した．ま た，凍結速度を 10°C／m 洫 以 上 に した場合

に は全 く消失 し，新た に
， 昇温時

一30℃ 付近に脱ガ

ラス 化と考え られ る発 熱 ピ
ー

ク が出現 した．次 に ， あ

らか じめ 3℃ ／min で 一60°C まで凍結させ た試料 の

TMA は 固体の 膨張 の み が観察され，0℃ 付近 に な っ

て 初め て 固体の 急激な 融解 が 起 こ っ た， ガ ラス 化 し

て い る 場合 に は ，
DSC

，
　 TMA 共 に サ

ーモ グ ラ ム は

一15℃ 付近 か らゆる や か に 吸熱 が増加する の で ，ガ

ラ ス 化 した糖液が残存して い な い こ とを示して い る．

こ の よ うに ズ ル シ トール の 場合 は冷却時に 小 ピークが

出現 した 時点で ， 糖液ある い は ガ ラス 化 した 糖液 が 結

晶化したもの と考え られ る．

　Fig・　3 は マ ン ニ トール 溶液の Dsc
，
　TMA 曲線で あ

る．冷却時の PSC 曲線に ま ず水の結晶化 の大きな発

熱 ピ
ー

クが，さらに 温度が低下 し約
一32℃ に なる と

小 さ な 発熱 ピ
ー

ク が現 れ る．昇温時に は
一22℃ 付近

で DSC に は吸熱 が起 こ り，続い て 小 さ な 発熱 ピーク

が生 じた。そ の後熱的な 変化 は な く，
0℃ 付近で 急激

な 融解の 吸 熱が起 こ っ た．TMA で 昇 温 時 の 機械 的 強

N 工工
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Fig．3．　 DSC −and 　 TMA −・thermograms 　 Qf 　 O．3M
　 　 mannitol 　 solution ，　 DSC −and 　 TMA −thermo −

　　grams　were 　obtained 　as 　described　in　Fig，2．

度を測定す る と，DSC で 発熱 ピー
ク が生じ た 一22℃

付近 で は一旦 融 解 に よ る 軟化 が起 こ り，ピ ン が 試料中

に 貫入す る．しか し，す ぐに 固化が起 こ り，続 い て ，

温度上昇 に伴う固体 の 膨 張 が 始 ま る，膨張は 0℃ 付

近の 氷の 融解直前ま で 継続し，次 い で ，急激 に 融解す

る．マ ン ニ トール 溶液の 凍結 ・融解 に 関 して は，永嶋

ら
4）

に よ り，凍結および再凍結の 起 こ る こ と が パ ル

ス NMR を 用い て 報告 さ れ，解凍過程の 再凍結現象

は， 凍結 して い る マ ン ニ トール の 水和 ク ラ ス ターが

一25℃ 付近 で 融解軟化 する とマ ン ニ トール が結晶化

し， そ れに 伴 っ て 放出され た水和水が直ちに凍結す る

ため と説明 され て お り，今回の 実験結果 と もよ く
一

致

す る．マ ン ニ トール は こ の よ う な特異的な 挙動 を示す

が，冷却および昇温時の 二 つ の 発熱ピーク よ りマ ン ニ

トール 溶液が 結晶化 して い る こ とが わか っ た．な お，

　　
一

＝ 赫 一
　　　　　 cooling　　　　　　 wor 湘 ng

　　　　　　　　　 Temper 。ture （°C ｝

Fig．5，　 DSC −and 　TMA −tbermograms 　of 　O．　3　M 　glu−

　　cose 　solution ．　DSC −and 　 TMA −thermograrns

　　were 　obtained 　as 　described　in　Fig・2・

マ ン ニ トール とズ ル シ トール 溶液の 結晶化温度が低い

に もかか わ らず，そ の 融解が 0℃ 付近 ま で 起 こ らな

い の は，融点 は 0℃ に 近 い が そ の 結晶化は通常過冷

却下 で 起 こ る た め か，ある い は ，
こ れ らの 結晶化 が糖

と放 出 され た水和 水 に よ るもの と考え られ ， 塩類溶液

にお ける共晶融解と は異 な っ た挙動を示 したの で は な

い か と考 え られる．

　Fig．4 は，ソ ル ビ トール 溶液の DSC と TMA 曲線

で ある．こ の 場合 に は ， 冷却時 DSC 曲線上 に 水の 大

きな発熱 ピークが見 られたが ， 濃縮された ソ ル ビ ト
ー

ル 溶液 の 結晶 化の ピ
ー

クは見 られな か っ た．昇温時 に

は 一15℃ 付近 か ら DSC で は吸熱 ，
　TMA で は軟イ匕が

徐 々 に始ま っ た，これ は糖液が ガ ラス 化 して い る場合

の 特徴 と考 え られ る．こ の よ うに ソ ル ビ ト
ー

ル の 場合

は ，
マ ン ニ ト

ール や ズ ル シ ト
ール と異 な っ て ， 濃 縮液

の 結晶化を示す発熱 ピ
ー

クや ， そ の 融 解を示す急激 な

吸熱や 軟化点が見 られなか っ た．こ れは，低温 に なる
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Fig ．4．　 DSC −and 　 TMA −thermegrams 　 of 　 O，3M

　　sorbitol 　solution．　 DSC −
and 　TMA −thermograms

　　were 　obtained 　 as　described　in　Fig．2．
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Table　l．　Effect　of 　freeze−tha “

Ti
ユユg　on 　the

　　v 孟ability 　of 　5．　ce7
’
evi ∫iae　in　so ］utiolls 　of

　 　 var 孟ous 　saccharides ．

Compound
（O．3M ）

Crysta］lization　　 Viability
of 　concentrate 　　　　　　（％）

1　 悔

　　　　．，。
一
、。

w −
　 　 　 　 　 COOLIng 　　　　　　　　　 warmlng

　 　 　 　 　 　 　 　 Temperature　C°C）
Fig．7．　 DSC −aDd 　TMA −thermQgrarns 　of 　O．3Msuc −

　　rose 　 solutlon ．　 DSC −and 　TMA −thermograms

　　were 　obtained 　 as 　described　in　Fig．2．

GlucoseFructose

Mannose

SucroseSorbitolDulsitolMannitol

　 H ，0

十

十

85807677793

，99

．051

とソ ル ビ ト
ー

ル 溶液 の 濃縮化 が進行 し，や がて ガ ラ ス

化して い くた め と考えられ る．

　Fig・5〜8 は グル コ
ー

ス ，フ ル ク トース
，

ス ク ロ
ー

ス お よ び マ ン ノ
ー

ス 溶液 の DSC ，　TMA 曲線で ある，

こ れ ら は ソ ル ビ トール の 場合と 同様に，低温 に な っ て

も濃縮液 の 結 晶化が 行わ れず，氷 の 間 隙で ガ ラ ス 化 し

て い く もの と考 え られ る．

　Franksfi） は，多価 ア ル コ ール に よる水の 性質の 変化

に つ い て検討 し，グ ル コ ース
，

マ ン ノ
ー

ス ，ス ク ロ
ー

ス 等に つ い て は OH 基 の 立体配 置に よ る水 和 が 大 き

い の で ，溶液が 過飽和 ， 過冷却，ガ ラス 化し，不完全

な 凍結を きた すと述 べ て い る．こ の こ とは，こ れ らの

糖類につ い て の 今回の 結果とよ く一致す る ．

　各種糖類溶液 中で の 酵母 の 凍結障害　　各種糖類溶

液中に S・cereevisiae を懸濁して 一50℃ に凍結
・
融解

ム

Q一
E」
Φ

£
ox

凵

i
O

夏
攫
O
建
凵
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P° ．sa・

睡 ギ ト ー
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DSC −and 　TMA −thermograms 　ofO ．3Mman −

　　　　　　 DSC −and 　TMA −thermograms

The 　cell　suspensi 。 n （30　pl）。f　3 ．‘θ78麗 ∫ガαθ in　O．3
Msaccharide 　 was 　 placed　in　 DSC 　pans ，

　 cooled

at　3℃ ／mill 　to − 60℃ and 　 warmed ．
The　 ceU 　 suspension 　 in　 DSC 　 pans　 was 　 resus ・

pended　in　3ml 　of 　ster 量lized　water 　and 　each

sample 　was 　 spread 。 n 　 the 　 nutTient 　 medium 　to

count 　 survivai 　 cells ．

した 結果を Table　l に 示 した ．グル コ ース
，

フ ル ク ト

ー
ス ，

マ ン ノ
ー

ス ，ス ク ロ
ー

ス の 単糖類およ び二 糖類

に お い て は，水懸濁液 に比較して 生存率が高 く，い ず

れ も凍結保謹作用 が 見 られた ，一方 ， 糖ア ル コ
ー

ル に

お い て は， ソ ル ビ ト
ー

ル に は凍結保護作用が見られた

が ， ズ ル シ トール 、マ ン ニ ト
ー

ル に は，逆 に 凍結障害

促 進 作用 が 見 られ た ．

　次に，Fig．9 に凍結 ・融 解の 繰 り返 しに よ る 凍結障

害 の 変化を示 した．ソ ル ビ トール の 凍結保護 作用，ズ

loa

（
誤　
あ胴

＝｝
』

o｝
〉

Io

o．1

Fig．8
　 　 nose 　 solution ．
　　were 　obtained 　as 　described　in　Fig，2，

　 　 　 　 　 　 　 1　　　　 2　　　　 3　　　　4　　　　 5

　 　 　 　 　 　 　 　 　 Freeze− Thow 　 CycLes

Fig．9．　Effeet　 of 　 r ξpeated　freeze−thawing 　 Gn 　the

　　viability 　of 　5．　cerezdisiae 　in α 3M 　saccharide ．
The 　 ceU 　 suspensi 。 n （30 μ1）。f　 S．　 ce ・

・e・”isiae　 in
H20 （囗），0．3MsQrbito1 （■ ），0．3M 　 mannitoI

（○ ），and 　O．3Mduls ｛tol （●）was 　placed　in　DSC
Pans ，　cooled 　at　3°C／min 　to − 60PC　and 　warmed 　to

lO℃ ．
The 　cooling 　and 　warming 　process 　was 　repeated

up 　to　2　0r 　5　times ．
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Fig．10，　 DSC 一てherlnogram　of 　ceU 　suspensio エユ con
−

　　tail〕ing　O．3Mdulsitol 　in　cooling 　and 　warming

　 　 P 「ocess ・
　　The　 sample （30μ 1）was 　placed　in　 a　DSC 　pan ，

　　 cooled 　 at　3℃ ／m 洫 to　 the 　indicated　temperature

　　 and 　 then 　 warmed 　 at　3℃ 加 ln　 to　 10℃ ．

　　Counting 　 of 　viable 　 cells 　 was 　ca 【ried 　 out 　as 　in

　 　 Table　1。

　　The 　 number 　 ln　 parenthesis　 indicaしes　 the　 cell

　　 viability 　（％）．

ル シ ト
ー

ル とマ ン ＝ ト
ー

ル の 凍結障害促進作用 はそ れ

ぞ れ凍結 ・融解 の 繰り返 しに よ り顕著 にな っ た．

　Fig．2〜8 に お い て 得 られ た 各糖類溶液 の 凍結時の

挙動 とそ れぞ れの 凍結障害作用の 関 連 に つ い て 比較す

る と，結晶固化す る も の は生存率 が低 く，結 晶 固化 し

な い もの ，すな わ ち ガ ラ ス 化 す る もの は生存率 が 高 く

な っ た．

　ズル シ ト
ール お よ び マ ンニ トール の 融解時期 と生存

率　 ズ ル シ ト
ー

ル は水の 結晶化 と見 られる 大きな発

熱 ピーク と濃縮糖液の 結晶化あ る い は脱 ガ ラ ス 化と見

られる小 さ な 発熱 ピーク ，
マ ン ニ トール は さ らに 昇温

時の 脱 ガ ラ ス 化 と見 られ る 発熱 ピ
ー

クが 現れ，最終的

に 溶液 は 結晶化 し固化す る．どの 時点 に お ける発熱 ピ

ー
ク が致死作用と直接的 に 関連する か に つ い て 検討 し

た．

　Fig．10 は ズ ル シ トール 溶液 の 3種類の 特徴的な パ

ターン の DSC 曲線で ある．（a ）は水 の 発熱 ピ
ー

ク が 高

い 温度で 終了 した もの を直ちに 昇温 した もの で
， 比較

的な だ らか な融解曲線が得られた．DSC の 昇温速度

が 平衡 に 達 して から融解まで の 時間 が 短 い た め に ， （b）

で 現れ る発熱 ピーク が こ の 曲線中に含 ま れ て い る か ど

　 　 　 　 　一Le　　　　　　　
− t5 　　　　　　　

−20

　　　　　　　　　 Temperetりre （
ec

）

Fig。11．　Re 】ation 　between　the　viability 　of 　5  cel
’
e −

　　f／isl
’
ae 　ln　O．3Mdulsitol　 and 　the　temperature 　ef

　　the　minor 　exothermic 　peak　which 　was 　observed

　　just　after 　the　major 　peak　of 　water ・

　　The 　sample （30　pl）was 　p！aced 　in　a　DSC 　pan，
　　cooled 　at　3°C ／min 　to　

− 60°C　and 　then 　warrned

　 　 to　 10℃ ，
　　To　observe 　differences　in　 the 　 temperature 　 of

　　 the 　 second 　 minor 　 exotbermic 　 peak　 which 　 wa5

　　0bserved 　just　after 　the　first　major 　peak　in　the

　　cooling 　process，　the　procedure 　 was 　repeated ．

　　Counti三〕g　 of 　viab ］e　ce ｝1s　was 　carried 　 out 　as　iIユ

　 　
厂rable　ユ．

うか は 不明確で あ るが ，生存率 は 7ユ％と高か っ た．生

存率 が 高 い の は ， 糠液 が結晶化 しな か っ た の か，例え

結晶 化 して い て も，0℃ に 近 い 温 度で は致死作用 が ほ

とんど現れな か っ た た め と考え られる．（b）の曲線は

水 の 発熱 ピーク が 約
一10℃ 以 下の 温度 で 終了 した時

に 昇温 した もの で ， 昇温中 に 小 さ な発熱 ピ
ー

ク が生 じ

た．この 場合に は，融解が 0℃ 付近 で 急激 に 起 こ っ た

た め，糖液 は 結晶 化 して い た と考えられ る．こ の 時の

生存率 は 18％で あ っ た．（c）の 曲線 は 一40℃ まで 冷却

した もの で ，

− i4℃ 付近 で ズ ル シ ト
ー

ル 濃縮液の 結晶

化ある い は脱 ガ ラ ス 化 と見られ る発熱ピークが 現れ た，

こ の 場合に は生 存率 が 3．9％ で あっ た ．

　（C）の 場合 ，
こ の 小 ピ

ークの 出現する 温度 は冷却毎

に 変動した．そ こ で ， 発熱 ピークの 温度 と生存率 の 関

係 に っ い て Fig．11 に 示 した．そ の結果 ，
ピーク出現

温度の 低下 に 伴 っ て 生存率の 減少す る こ とが判明 した，

こ の こ とは，同
一

温度範囲に お い て 塩類溶液の 共 晶生

成温度 の 低下が生存率減少をもた らす こ と と良 く
一

致

して い る．

Fig．12 は，マ ン ニ ト
ー

・聴 液の 3 種類の DSC 曲

線を示 した，（a ）は水の みの 凍結 と考 え られ ， 生存率は

高く62％で あ っ た．（b）は 一28℃ ま で 冷却 した もの

で ，冷却時 に は水以外の 発熱 ピ
ー

ク は現れ なか っ た が ，

昇 温 時，− 20℃ 付近で 発熱 ピ
ー

クが 見 られた．そ の
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Fig．12．　 DSC −thermogram 　of 　cell　suspens 三〇 n　ln　O．3
　　Mmannitol 洫 cooling 　4nd　 warming 　process ．
　　The 　cell　suspensien 　in　O，　3　M 　mann ｛tol　was 　cooled

　　and 　warmed 　as 　in　Fig．1α
　　Counting 　 of 　 viable 　cells 　was 　carried 　out 　as 　in
　 　 Table　1，
　　The 　 number 　 in　parenthesis　 indicates　 the　 cell

　　 viability （％）．

後 0℃ 付近 で 急激な融解が起 こ るまで は熱変 化 は全

く見 られ な か っ た ．こ の こ と は ， ガ ラ ス 化 した糖液 が

残存 して い な い こ とを示 して い る．・こ の 時 の生存率 は

19％ で あ っ た．（c ）は 一50°C まで冷却 した もの で ，

冷却時 に は
一32℃ 付近 で 発熱 ピーク ， 昇温時 に は

一22℃ 付近で再び発熱 ピー
ク が常 に一定の 温度で見

られ ， そ の 後は （b）の 曲線と 同 じ経過をた ど っ た ，こ

の 時の 生存率は 9％で あ っ た ・

　以 上 の よ うに
，

ズ ル シ トール の 場合 に は菌体懸濁液

の 結晶化 が 致死作用 を もた らす こ と は 明らか で あ る．

また ，
マ ン ＝ トール の 場合も特異的 な挙動を示す の で

解析 に ま だ 不充分な点は残 る が ， や はり最終的 に は，

糖液 の 結晶化が 致死作用 をもた らす もの と考 え られ る．

考 察

　
一10〜− 40℃ の 致死 温度帯にお い て ， 食塩水等 の

塩類溶液が 共晶を 生成 し，結晶固化す る と， 懸濁され

て い る s・cerevisiae に 致死作用 が 発現 した．1）
こ の こ

とが 多くの 化合物溶液に 共通す る 現象 で あ る こ と
2）

か

ら，致死温度 帯 内で の 菌体外液の 結晶固化 が 致死作用

を もた らすとの 推論が考えられ る．

　
一

方，致死温度帯内で溶液が結晶固化す る化合物を

凍結保護物質 や そ の 類縁化 合物中 に 見 出 し，そ れ が 結

晶固化の 時点で S・cere ’disiae に致死作用をもた らすな

らば，上記 の 推論 は一
層普遍 的な もの とな る．そ こ で ，

凍結保護物質で ある糖類 に つ いて ， 低温下で の 溶液の

結晶固化を調べ た とこ ろズ ル シ ト
ー

ル とマ ン ニ トール

に そ の 性質が見 られた ，次に
， 他の 糖類 と共 に 凍結に

よ る致死作用 を検討 したと こ ろ，結晶固化 しな い 糖類

lCはほ とんど致死作用が見 られない ，す なわち凍結保

護作用 が 見 られた の に 対 し ， 結晶固化した糖類 に は大

きな 致死作用 ，すなわち凍結障害促進作用 が 見られた ．

さ らに，ズ ル シ トール とマ ン ニ トー
ル につ い て 致死作

用 が 発現す る時期 を調べ る と ， 両 者共菌体外液の 結晶

固化 が致死作用 を もた らす こ とが 明らかとな っ た ．

　 ズ ル ジ ト
ー

ル と マ ン ニ ト
ー

ル が 共 に 糖ア ル コ
ー

ル で

あ る こ とか ら， 冷却下 に おい て 糖 ア ル コ
ー

ル に 固有 の

致死作用がある との 考え方は，同じソ ル ビ トール に致

死作用 が見 られ な い の で 正 し くな い．また ， 結晶固化

しな い ソ ル ビ トール は ， 同 じ く結晶固化しな い グル コ

ース 等の 単糖 ・二 糖類と同様 に凍結保護作用を持つ ．

従 っ て ，糖 ア ル コ
ー

ル と単糖 ・
二 糖類の 差異 は致死作

用 や保護作用 に は無関係で あ る．

　な お，従来 ， 経験的に 凍結保護作用を持つ とさ れ て

い る化合物につ い て も， 菌体外液の 結晶 固化 と い う観

点からの 再検討 が必要 で あ る．

　今後 ， 致死 温 度帯内に おける菌体外液の 結晶固化が

致死作用をもた らす こ とをさらに 明確 に し，そ の致死

機構につ い て も検討する た め に は，化合物を 含ま な い

で 菌体外液 の 結晶固化を もた らす液， すなわち ， 水自

身 の 凍結に つ い て の 検討が必要で ある，

要 約

　致死温度帯内で の 菌体外液の 結晶固化 と ，
S．　cere ’ui・

siae の 致死作用 の 関連 につ い て糖類を用い て 検討 し，

次 の こ と が 明 らか とな っ た．1）低温下で の 溶液 の 結晶

固 化 を 調 べ た とこ ろ，ズ ル シ ト
ー

ル とマ ン ニ ト
ー

ル に

そ の 性質 が見 られ た．2）結晶 固化しない 糖類 に は 凍結

保讚作用が見 られ，結晶固化 した 糖類に は凍結障害促

進 作 用 が見 られ た，3）ズ ル シ ト
ー

ル とマ ン ＝ ト
ー

ル に

お い て は，他 の 塩類化合物と同様，致死温度帯内で の

菌体外液の 結晶固化の 時点 に お い て 菌が 死滅する こ と

が明 らか と な づ た，

終 わ りに の ぞ み ，ご指 導賜 りま した 京都 大学豊学部谷吉樹教授 に

深謝い た します．なお，本報告 の 要 旨は，昭和58年度 日本農芸 化学

会大会に おい て 発表 した 。
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