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水懸 濁液中に お け る酵母 の 凍結障害
＊
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　　 The 　 effects 　 of 　extracellular 　 crystallizatlon 　 on 　freeze・thaw 　damage　 of 　Saccharonvces

cel
’
evisiae 　in　cell　suspensions 孟n 　water 　was 　studied ．　 A 　continuous 　and 　complete 　freez三ng

mcthod 　was 　establis 王コ ed 　with 　the　use 　Qf 　micro 　droplets　of 　cell　suspension 　at　supcrcooling

conditions ．　The 　viability 　of 　yeast　cells　decreased　markedly 　in　water 　as　well 　as 　eutectic

solut 三〇ns 　when 　the 　extracellular 　crystallization 　 was 　 co 皿 pleted　belo、v　abou て 一10°C．
The 　viability 　of 　yeast　cells 　decreased　with 　falling丘eezing 　temperature ．　Freeze−thaw
damage 　of 　intracellular　freezing　caused 　by　extrace11ular 　crystallization 　was 　found　to　be
directly　related 　to　thc　freez三11g　temperature 　of 　cell　suspensions 　under 　supercooling 　and

also 　to　thc　freezing　velocity 　only 　by　changing 　freezing　temperature ．

　微生物の 凍結障害 の 原因に つ い て は種 々 検 討 され て

い る が，細胞懸濁液の 結 晶 國化， あ る い は ， 共勗生成

との 関連 に お い て 凍結障害を論じた報告は ， そ れらが

凍結下で 頻繁に 見 られ る現象で ある に もか か わらず，

ウ ニ の 卵，1） ポ プ ラ ハ バ チ の 幼虫
2｝

の 例が 見 られる だ

けで ， 微生物に関 して は，Mazur3 ）
の 否定的な報告以

外に は 全 く見 られ ない ，

　そ こ で ，著者 は，低温 下 で の 菌 体外液 と して の 塩類

溶液の 結晶固化，ある い は，共晶生成と酵母 の致死作用

との 関連性 に つ い て 検討 した．そ の 結果，凍結 に よ り

溶液の 共晶生成 が完結す る と，そ の 時点で Sacchar・
−

myces 　cereVl
’
siae の 生存率が 急 激に 低 下す る こ と汐 こ

の致死作用は，おおよ そ，− 10〜− 40℃ の 致死温度

帯内で 共晶を 生成す る場合 に 限り見 られ る こ と，5｝ ま

た，こ の 作用 は無機塩類 の み な らず，グ リシ ン，ア ラ

ニ ン 等の ア ミ ノ酸類，
マ ン ニ トール

，
ズ ル シ トール 等

の 糖類
6冫

に も見 られ，低温下 で 結贔化す る多 くの 化合

物の 水溶液 に共通 す る現象で ある こ とを 見出した．

　こ の 致死作用 の 発現 に は溶質の種類に よ る特異性が

ほ とん ど見 られな い こ とか ら，菌体を取 りま く何らか

の 物理的状況 が
， 致死作用を発現させ る可能性が 考え

られた ．

＊ 酵母 の 凍結障害に 関する 研究 （第 5 報）

　そ こ で 本報で は ， 溶質 の 存在 しな い 液 ， す な わ ち ，

酵母 の 水懸濁液中で の 致死作用，特 に，関連性 がある

と考え られる菌体内凍結 に よ る致死作用発現 の条件に

つ い て 検 討 した．菌 体 内凍結 に つ い て は ， 急 速 凍 結 に

よ り発現する こ とが 明 らか に さ れ て お り， 今 ま で冷却

速 度面 か らの 検討が 主 と して 行わ れ て きた が，最も直

接的な指標 と考え られ る 凍結温度面か らの もの は ほ と

ん ど見 られな い ．そ こ で ，過冷却下 にお け る菌体懸濁

液 の 凍結様式，見か けの 凍結温度 と生存率 との 関係等

につ い て 明 らか に し，そ の 温 度的指標の 妥 当性 につ い

て も検討 した の で 報告す る ，

実　験　方　法

　供試菌株お よび 菌体 懸濁液の 調製　　 Saccharomy −

88 ∫ 6878 加 蜘 81AM 　4274の 培養 は ， 前報
4｝ と 同様 の 方

法 に より行 っ た．24時間培養後 5，　OOO　rpm ，5分間遠

心分離 して 得 た 菌体を滅菌水で 3 回洗浄後，約 6× 1D8

cells ／ml とな るよ う に 滅菌水 に 懸濁 し，菌体 懸濁液を

調製した ．

　菌体懸 濁液の 凍結 ・ 融解方法　　大量 （2ml） の 菌

体懸濁液を凍結 ・融解するた め に は前報
4》

の 凍結融解

装置を用 い た．

　30μ1 以 下 の 少 量 の 菌体懸濁液の 凍結 ・融解は，
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．1．　Differential　scanningcalorimetry （DSC ）pan．

　　Am 量cro 　droplet　 of 　cell　suspension 　was 　 injected

　　in　 a　DSC 　 pan （Ptx）・

　　Acever 　was 　dropped　over 　the　micro 　droplet．

F三g．1 の 白金パ ン に 試料 を 入れ ，低温形 示差走査熱量

計を用い て 行 っ た．白金 パ ン に は マ イ ク ロ シ リン ジ で

所定の 液量を注入 した 後，蒸発 を 防 ぎ ， 熱伝導を良 く

す る た め 上部 に 蓋を落と し，試料液を圧縮 し，円板状

に した ．白金パ ン 全量 で 約 50μ1，斜線 の 部分で 1μ1で

ある．示差走査熱量 （DSC ）の 測定 は試料液と同量 の

酸化 ア ル ミニ ウ ム 粉末を対照として ，1〜30℃ ／min で ，

通常 一30℃ ま で凍結後融解 し，測定 した ．菌体懸濁

液に おける DSC の 発熱 ピ
ー

クの 終了時の 温度を チ ャ

ート上より読み取 り，見かけの 凍結温度 と した ．本実

験で は 特に こ とわ らな い 限り，試料量 は O・1μ1で 行

っ た ．

　生菌数の 測 定　　凍結 ・融解 した 白金パ ン 中の 菌体

懸濁 液 は 2m1 の 滅菌水中で 振 と う，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．

液中で の 凍結障害，特に ，菌体内凍結 に よ るもの に つ

い て ， 凍結温度面からの 検討を 行 うた めに ， 緩慢凍結，

過冷却下で の 水懸濁液の 凍結を試み た．

　Fig 、2 は 2ml の 菌体懸濁液を 一50°C の 冷凍庫中

で 緩慢凍結させ た場合 の 過冷却度の 違い に よ る凍結曲

線 の 比較で ある．こ の よ うに 液量が 多 い 場合 ，

一
旦過

冷却 した 液 は，　凍結開始と共 に 発熱 し，　温度が 0℃

に 急上昇し，そ の 温度 に おい て 凍結が継続し， 終了す

る．こ の 場合，過冷却温度が 変わ っ て も， 凍結の 継統

終了 温度 は常に 0℃ とな る ．こ の 時の 生存率 は高 く，

約60％ で ある．こ れらよ り， 凍結開始時の 過冷却温度

は ， 菌 の 生存率 に 影響を 与 え な い こ とが明らかで ある．

ま た ，生存率との 関連が深 い と見 られる凍結終了時 の

温度 が 常に 0℃ で あり，菌体内凍結を起 こ す条件で

はな い の で ，
こ の方法で は大きな致死作用を発現 させ

る こ とは で きなか っ た．

　次 に ， 水の 凍結温度を変化 させ
， 過冷却条件下 で 菌

体懸濁液を凍結 し菌体内凍結を起 こ させ る た め に ， 低

温形示差走査熱量計 の 白金パ ン を用 い て ，液量を極端

に 小さくして 検討 した．Fig．3 は液量 の 違 い に よ る凍

結時の DSC の発熱 ピーク と，そ の 時の 温度曲線の 変

化で あ る ．温度降下 は 1℃ ／min の 等速度で 行 っ た．凍

結は必ず過冷却状態で 開始するが ， 液量が大きい と 凍

結時 の発熱 の た め 白金パ ン 下部の 検出部 の 温度が 上昇

し ， 温度降下の 直線牲が失われた ．しか し，液量を少

な くす る と温度上 昇 の ピークが ほ とん ど見 られ な くな

り， 発熱も短時間で 終了 した ．こ の よ うに ， 液量を少

な くする と，周囲の 容器 に 比較 して水の熱容量 が極端

に 少 な くな り，水 の 凍結 に よ る 発熱が 置 ち に周囲の 白

実　験　結　果

過 冷却条件下での 水懸濁液 の 凍結　　酵母の水懸濁

9　 。
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Fig．2．　 Fluctuation三n 　freezing　cu 【ve 　 of 　HzO ・
　 　 Two 　 milliliters 　 of 　 water 　 was 　 coQled 　 at − 50℃ 。
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Fig．3、　Effect　of 　sample 　volume 　 on 　the　change 　of

　　freezing　 curve ・
　　 Various　volume80fcell 　suspension 　in　a 　DSCpa 皿

　　were 　 set　in　low　temperature 　DSC 　 and 　 cooled 　 at

　　 lec ／n ユi二コ，

　　（
一

），temperature 　 cu エve ； （
一一…

），　 DSC 　 curve ．
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金 容器 に吸収 さ れ，短時間で 温度が 凍結開始温度付近

に まで 低下す る．こ の 場合，懸濁液中の 菌体は ほ とん

ど脱水を受けず に 凍結した 外液 の 低温 に さ らさ れ ， そ

の 温度が十分 に低 い と菌体内が凍結す る もの と考 え ら

れ る，

　 こ の 方法で は ， 試料溶液 は必ず しも過 冷却温度付近

で 凍結 して い るか どうかは明らかで はない が，仮 に 発

熱 に よる 温度上 昇 が あ っ て も，凍結した試料 が微量 で

あれ ば 熱伝導 が速 や か に 起 こ り，もとの 過冷却温度付

近 に まで瞬間的に復帰する こ とは明らか で あ る．
’

こ の

場合，菌体内凍結に よ る致死作用 と の 関連上 重要 な の

は，瞬間的 に 上昇 した 懸濁 液の 温 度 で は な く ， 凍結 し

た 懸濁液中に あ っ て未凍結の菌体が脱水を受けな い ま

ま に 最終的 に さ らさ れる過冷却点付近 の 温度で ある，

な ぜ ならば ， 後者の 温度で は，前者 の 温度 に 比 べ 菌体

外 の 氷と菌体内の 過 冷却水との 化学 ポ テ ン シ ャ ル の 差

が大きくな り， 菌体内凍結を起こ しやすくな る ためで

あ る．

　以 上よ り， 発熱 ピーク終了時の 温度 ， すな わ ち見 か

けの凍結温度を菌体内凍結に 係 る温度的指標 として 取

り扱うこ とは妥当と考え られる．

　酵母 懸濁液の 見かけの凍結温 度 と 生 存率　　Fig・4

は ， 低温形示差走査熱量計を 用 い ，
0．ユi，1の 酵母 懸濁

液を凍結させ た場合の 見かけの 凍結温度と生存率 の 関

係を示 した もの で ある．そ の 結果 ， 見 か けの 凍結温度
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Fig．4．　 Su τvival 　of 　5 　cerevisiae　乱 s　a 　function　of

　　freezing　 temperature ，

　　Cell　 suspension （0．1 μ1）was 　p］aced 　in　 a 　DSC

　　pan ，
　 cQoled 　 to　

− 30℃ and 　 warmed 　 to　 2℃ at

　　1℃ ／min ．

　　The 　f【eezing 　Point 　of 　the　cell　 suspension 　was

　　obtained 　from　the　temperature 　at 　which 　the　peak
　 　 of 　 exothermic 　heat　flow　was 　 Qver ．　 The 　number

　　of 　surviving 　ceUs 　 was 　counted 　 on 　 malt 　extract

　 　 medium 、

の 低下と共に生存率も低下す る こ とがわか っ た ．こ の

白金 パ ン に よ る凍結で は，菌体内がほ とん ど脱水 さ れ

ずに 菌体外 の 低温の 氷晶 に さ らさ れる た め，菌体内凍

結の典型的 な条件をそ な え て お り，こ の 生存率の 低下

は主 として 菌体内凍結に よ る もの と考えられる．従 っ

て ，見 か け の 凍結温度の 低下 に よ る生 存率 の 低 下 は ，

菌体外の 氷と菌体内の 過 冷却水と の化学ポテ ン シ ャ ル

の差を大きくし，菌体内凍結の 可 能性を増大させ る た

め と考えられ る．

　凍結する酵母懸濁液 の 液量と生存率　　凍結す る試

料の 液量と生存率の 関連に つ い て は ， 液量 の 多い 場合

に は生存率 が全般 的 に 高 くな り，
30 μ1 で は 見 か け の

凍結温度が低下 して も生存率の 低下 は ほ とん ど見 られ

な か っ た （Fig．5）．こ の 結果は Fig．3 の結果 とも合わ

せ る と，次の よ うに 解釈 で き る．凍結 す る 試 料の 液量

の 増加 に より， 凍結に 伴う発熱が 増大 し， 凍結の 開始

か ら終了まで 長時間に わたり温 度が上昇する．ま た ，

凍結が ほぼ終 了 す る ともとの 過冷却 温度 付 近 に 復帰す

る が ， そ の 速度 も試料の 液量が 多 い とゆる や かなもの

となり， 時間を要する．これ らの 凍結継続中の 時間が

長い と， 菌体は ある 程度の 脱水を 受ける こ とに な る．

従 っ て ，試料の 液量 が 多い と ， 試 料 が見 か けの 凍結温

度 に まで 戻 り，菌体が周 囲 の 低 温 の氷晶に さ らされ て

も，脱水を受 けて い る の で 菌体内凍結を起 こ し に くく

な り，生存率低下 が見られな い もの と考 え られる．逆

に ， 液量 が少 な い と，発熱 が 少な く， 凍結継続時間 も

短 く，そ の た め 脱水 を ほ とん ど受けな い 菌体を周囲 の
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F｛g．5，　 Survival　 of 　S．　 cerevisiae 　as 　a 　function　 of

　　freezing　temperature 　 and 　 sample 　volume ，

　　Cell　suspensions 　of 　O。1　（○），　0，2　（●），　1　（△），
　　3 （▲ ），

and 　30 （囗）P］were 　Placed　in　a 　DSC 　pan ，

　　cooled　tQ − 30℃ and 　 warmed 　to　29C　 at　 1℃ ／
　 　 min ．

　　The 　freezing　point　of　cell　 suspension 　 and 　the

　　viability 　were 　obtained 　as 　described　in　Fig．4，
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Fig，6．　Surviva皇of 　5 　cel ・evisiae 　as 　a　function　of

　　freezing　temperature 　 and 　 cooling 　 rate ・

　　Cell　suspensien （0ユ μ1）was 　placed　iロ aDSC

　　pan ，
　 cooled 　to 　− 30°C　at 　1　（○），　工0　（●），　and

　　30 （△ ）℃ ／min 　and 　warmed 　to　2℃ at　1℃ ／min ．

　　The 　freezing　point　of 　the 　ce 置l　suspension 　and 　the

　　viabi ユity　were 　obtained 　as 　descr且bed　in　Fig．4．

低温 の 氷晶に さ らす こ とに な り，典型 的 な 菌体 内凍結

を起 こ す こ とが で き る．

　以 上 よ り ， 本実験で は可 能な 限 り少量 の 液量 を用 い

る こ と が妥当で あ る、

　凍結速 度に よ る影響　　過冷却に近 い 凍結条件下 に

お い て ， 凍結速度 の 違 い が見 か けの凍結温度 と生存率

に 対 して ，どの よ うな影響を もた らすか に つ い て 検討

した ．

　Fig．6 は凍結温度を 1〜30ec／rnin に変化 させ，1℃

／min で 緩慢解凍した場合 で あ る．30℃ ／min で 急速凍

結す る と， 他 の もの よ りも生存率が 低 くな る 傾向が 見

られ た が ， 大きな もの で はな か っ た．

　以上 の 〜東結速度 に よ る影響は，1〜30℃ ／min の 温度

範囲 に お い て は，水 の 凍結温 度を変 化 させ る点以 外で

は，そ れ ほ ど 大 きな 影響 は見 られな か っ た．た だ し，

凍結速度が大きくな る と，凍結開始温度 と終了温度 に

大 きな 温 度 差 が で きる．実験の 性質上 ，こ の 差 が ほ と

ん ど見 られな い 緩慢凍結 が 望 ま しい と考え られ る．

考 察

　脱水 を受けな い 菌体が菌体外の 低温 の 氷晶 に 囲ま れ

た 状況を想定 し， 過冷却に近 い 条件下 にお け る菌体懸

濁液 の凍結を行 っ た．DSC を用 い O．　1μ1の 微量の 菌体

懸濁液 の 凍結を行うと，菌体 が ほ とん ど脱水 さ れず に

菌体外の 低温の 氷晶 に接 触 す る た め，Mazur7 ）
の 言 う

典型的な 菌体内凍結 を起 こ す条件 が 成 り立 つ もの と考

え られる．見か けの凍結温度 の低下が大きな生存率の

低下を もた らしたこ とは ， 温度低下 が 菌体外の 氷晶 と

菌体内の 過冷却水 の 化学 ポ テ ン シ ャ ル 差を大きくし，

菌体内凍結 を さ らに 起 こ りや す くした ためと考えられ

る．

　 こ の 場合，菌体懸濁液の 瞬闘的な 温度の 急上昇 とそ

の 結果 と して の 急 冷が，致死 作 用 を 発 現 さ せ て い る と

の 見方 も ある．急冷 に よ る 致死作用 は，菌体 の 脱水を

少 な くした ま ま菌体内 を過冷却 し，菌体外 の 低温の氷

晶 に接触 させ 菌体内凍結を起 こ させ る こ とに よ り発現

す る．しか し， 本実験条件で は微量 の 懸濁液を用 い て

い る ため，見かけの 凍結温度付近 に お い て 脱水の少な

い 状態 で 菌体内凍結が起 こ っ て い る と考え られ る の で ，

凍結時の 温度の 急上昇，急冷が 起 こ らな くて も致死作

用 は 当然発現す る と考 え られ る．換言すれ ば ， 急冷速

度が増加すれば す る ほ ど，過冷却下 の まま凍結が終了

した場合 の 生存率 に近似 して くると考え られる．従 っ

て ，本実験条件下 で は，急冷速度 の 増加の みが独 立 し

て 致死作用 を増大させ る と は考 え に くい ．

　また，こ の 方法 で は凍結開始後か ら見 かけの 凍結温

度 に至 るまで の 数秒間は，試料の真の 温度が確認され

て い な い 要素 が あ る．しか し仮 に，大きな温度上昇が

あ る として も， そ の 温度で の 菌体外の 氷晶 と菌体内の

過冷却水 の化学 ポテ ン シ ャ ル 差は小さい の で，菌体内

凍結を 起 こ す可能性 は少な く， そ の 差が最大に な る見

か けの 凍結温度付近で 菌体内凍結を 起 こす可能性 は最

大 に な る．従 っ て ，見 か けの 凍結温度 を菌体内凍結 に

係 る温度的指標と して取り扱うこ と は妥当と考え られ

る ．

　 菌体内凍結は，菌体懸濁液を急冷する こ とに より生

じる こ とは
一

般 に知 られて い る，しか し， 菌体内凍結

を起 こ す臨 界の 凍結速度 は t 菌体 の 脱水性 に 係 る 多 く

の 因子，菌体の 種類 ， 大 き さ ， 膜 の 透 過 性等 に よ り影

響を受ける．こ の点 に 関 して は，凍結速度 は菌体内凍

結 の 間接的 な指標 に す ぎな い と言え る．ま た ， 大 き な

凍結速 度を 得 る こ と は実 験 的 に も困 難 を伴 う こ と が 多

く， 温度 の 把握等も不正 確 に な りや す い ．以上 にっ い

て ，本法に よ る見かけの 凍結温度は， 脱水 が ほ とん ど

行 わ れ な い 条件下で 得 られる の で 影響す る因子 が少 な

くな り，菌体内凍結 に 関 し， よ り直接的な 指標 に な る

もの と考 え られ る．

　 次 に ， 菌体外 液が結 晶 固 化 し，凍結 温 度 の 低 下 に よ

り生存率 が 低下す る 点 に お い て は ， 水懸濁液に お け る

氷畠生成 と化合物懸濁液にお ける共晶生成 と は類似 し

て い る の で，ウ ニ の 卵で Asahinai ）

が指摘した よ うに，
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共 晶生成 にお い て も菌体内凍結を起 こ して い る可能性

は あ る，また，氷晶生成 は 過冷却下 で の 凍結とい う非

平衡系で の 致死現象 で あ り1 共晶生 成 も多 くの 場 合過

冷却下で 共晶を生成 し，
KH2PO4 等 の 化合物にお い て

は過冷却 が 増大す る と致死作用も増大す る
5）

の で ，非

平衡系で の 致死現象 と して の 側面 も考え られ る．た だ

し，以上 の こ とが氷晶生成と同様，菌体内凍結に 結び

付 くの か，ある い は菌体膜周辺に 強い 脱水作 用 を もた

らして い る の か は，さ らに 検討する 必要 が ある ．

要 約

　菌体外液の 結晶固化と致死作用の 発現 との 関連性に

つ い て 知る た め，水懸濁液中で の 酵母 の 凍結障害 にっ

い て 検討 した．

　そ の 結果 ，
1）微小水滴を過冷却条件下で 凍結完了 さ

せ る こ とがで きた ．2）酵母 の 水懸濁液 に おい て も，共

晶 化合物の 場合と同様，− 10℃ 以下で の 菌体外液の

結晶固化 が大 きな 致死作用 を もた らす こ とが わ か っ た．

3）凍結温度 が低 くな ればな る ほ ど生存率 が低下 した ．

4）致死作用 の 発現 に 直接的 に 関連 す るの は過冷却下で

の 凍結温度 で あり， 凍結速度 に よ る影響 は 凍結温度を

変化させ る点に おい て の み関連 が あ っ た．

　 　終わ りに の ぞ み，ご指導賜 りま した京都大学農学部谷昔樹教扱に

　 涯 謝い た し ます．なお ， 本報告の 要旨は ， 昭和59年慶 日本農芸化学

　 会 大会 に おい て 発 表 した。
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