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凍結融解又は凍結乾燥による Bacillusmegatlzniu1lZ 

の形態的並びに機能的変化についてv

佐藤正

(低温科学研究所医学部門)

(si'Hfl 33年 7月究明〉

1. 緒 言

微生物は凍結とか凍結乾保などの低温条件に対して，一般に割合強い抵抗を示すものであ

ることが知られているの，ヘ しかし抵抗が強いとはいっても多少の障害をうけることは免れな

いυ このような凍結による停得については，従来いろいろの検すミが行われているが，その機ff

についてはまだあまりはっきりしていない。著者等の数去に於いても，これまでに大脱出jや酵

ぼなどを用いて，凍結や凍結乾燥による形態的3)-7)或いは機能的ト10)な変化の観察が行われて

おり，持者もまたその点を明らかにしたいという目的で， 特lこBacillusmegatheriumをsE

jljして検討を試みた。

Bac. mega.は形態が比較的大きく， しかも制胞内構造について既にかなりの知見が得ら

れているものであるから， この葎の実験lと用いる細菌としては好適のものと二与えて採r;Jした。

特に形態的機能的観祭を平行して行うには都合がよいと巧えられる。

著者はこの Bac.mega.を実験材料として侠用し，凍結部!解又は凍結乾燥によって蔚休が

宗る障害の機構を，組々のt余栄方j去を利用して出来るだけJ1:い見地から検討してみたので，そ

の結果について記述する。

II. 実験材料並びに方法

1. 材 料 E巨大応用微生物研究所より分譲された Bac.mega.株を保存培詫して似用

した。

2. J古詩方法 培養lこは肉エキス・ぺプトシ寒天培地を用いた。 先ず保存菌株を 37
0
C

に15時間毎に3日以上累代培養しておき， 各実験のたびにそれから更に植えついで所嬰時間

培詫した前をかきとり，滅苗蒸溜水に浮泌させて述心沈澱し (3，000r.p.m. 30分)， これを 3固

くりかえして菌を洗淋し，最後に適当な菌濃度にして実験に供した。菌濃度の測定は予め秤最
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瓶でjhi部重足を1"1'った菌j手i佐液を標準として，上七j罰法によって行った。

のような外的条件に対する菌の抵抗性をしらべる実験に於いては，協の1:Jill的

状態をτ引を、しておく必ZEがある L (抗jえぱ，対数1'(f1皆jFlE期にあるものと，休止期にあるものとは，

凍結融鮮や凍結乾燥の処理に対して各

10
6 

( 

円
円

緩
10斗

々そのも相当呉なるもりと思jコ
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第1図 B'Ol巴i1lusm邑gatheriumの発脊rll1線
これによるとi始めの 1時間位は

殆んどi岩の増殖はみられないが， 1.5時間頃より急激に増加して， 611寺問位で生!部設は最高!こ達

する，その核地i7i1'iは作!として菌数のJ曽減がなく， 24~48 時間での治んど変化はなく， {革かに下

向きの傾向を示すもののようである。このような発青山総より， 3時間と 15時間培定のものを

{町[jすることにした。

一般に発百初期の rA~i は外 rNの諸条件に対して抵抗が~ø~^ 、とされているので，本コ司会に於い

ても 3時間指定のものは凍結などによる詑陣'"ぎをしらべるのに適当であるが，ただ大監の[請を

必要とする渇合には 15時間培廷のものを用いて実験した。

3. 凍結融解並びに凍結乾燥の処理方法 これら実験日的によって適当な持nJJ培誌を行

った菌を前記のようにして!岩波とし，液体~~気で凍結を行ったあと，凍結融解処理のものは室

温又は 11~130C の流水に i'乏して融解し， 凍結乾燥処理のものは引続き凍結乾燥機に接続して

乾燥を行った。なお後述のように，形態的観察の場合はデジケ{夕{を，また機能的観祭の場

合は多岐:i~l式を利用し，いずれも油廻転点主ポシプ及び液体虫気の凝をJ4えた装置を用い，

真空度1O-2mmHgでS時間乾燥を行った。

a) 利l胞乍的観察材料の実験方法 先{こ述べたように， 一般に発育初期のi1iは抵抗が弱

いとされているので 3時間培誌で 0.5mgjcc浪肢の蒸潟水j手洗液をつくり，その 1白

をカパ{グラス上にとり，そのまま液体空気に入れて凍結し(約4秒前後で気泡が1:1¥なくなる)，

jもそ 10分般にとり山し室溢に放夜して融解した(完全に融解するには約2分を突する)。 これ

を必要に応じて 1~5 回繰返した。 吏に室温において空気乾燥するのであるがi余り乾きすぎ

ると対照の正常的でさえ原形質が細胞j肢から剥離するので， ζれが凍結処理によるものか，ス

は空気乾燥によるものであるか紛らわしくなる。そ ζで外見上大体l;iZ::いたと芯う時!こすぐ次の

間定に移った。
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ス凍結乾燥では向じようにして凍結したカパ{グラスを，途中で融解することのないよう

出米るだけ平く凍結乾燥に接続したデVケ{夕{中に移し，直ちに乾燥を開始した。凡そ 15~

20分で外見よほぼ乾燥は完了するが， 5時間まで行った。また乾燥過程は玄j祉において特[こ埼

囲から冷却はしないが，途中で融解していないことは確認できた。

以上のように作った試料はいずれも 1%OsO.蒸気で2分間固定したあと染色を行った。

なお泌治融解処理のi習で特殊な形態観察には 3時開峰誌の闘を寒天培地のままとり出し，ブロ

ックに細分しLIifIlIを下にしてカパ{グラスの上に載せそのまま凍結融ifJI，;を行い OsO.蒸気で

4 分間同定したあと5;!~りくをはがして空気乾燥した。

染色法は，続祭の日 1"守によって数設の方法を採用した。J:![Jち，細胞壁及び隔壁{こ対しては

Bisset & Hale法11)を改良した方法，細胞質には basicfuchsinの単染色法，細胞核に対して

は Smithの方i1ミ12)(Robinow問の核染色法の改良法)を採用して行ったのであるが，詳細につ

いてはそれぞれの項で説明する。なおこれら形態的観祭lこは出来るだけ同一条1'1二にして処理す

る必ががあるので，カバーグラスを互いに塗抹函を外側にしてゴム輸で張り合せて処理した。

このようにして作った染色標本は特妹な均合を除き水でマクジ↑し油浸で検鏡した。

b) 機能的観察材料の史敬方法 riiT述のようにして作った lJ<i液を小型(径l1mm)或い

は中0'1(怪 16mm)試験管に 1ccずつ分注し，凍結融解にはそのまま液体空気に入れて凍結し

(この際約3分で凍結するがなお 10分間放置した)，凍結乾燥には特別に製作した泌結乾燥用平

底アンプノレ(径 10mm.r:jさ70mm)iこ的液を 1cc入れて液体空気を以て予備凍結し，直ちに

凍結託燥の多岐官にとりつけて玄温で乾燥した。約2時間でほぼ乾燥は終了するが，念のため

5 n寺間;{-j"った。この凍結乾燥菌の性状をしらべるためには蒸溜水を 1cc加えて再び菌液として

次の災駄に使吊した。 凍結乾燥の場合稀符な菌液をHJいて乾燥を行うと，乾燥過程Eドに磁体が

71色ぶ危険性があるので，その点を考慮して 10mg!ec以上の濃度の的液を用いたc

形態的観察と機能的観祭とでは，実験条件をなるべく同一にしてよく比較検討する必要が

あるが，上記のようないろいろの実験上の制約もあって，必ずしも同一条件というわけにはい

かなかった。

III. 細胞学的罷察の成績

A) 凍結融解及び凍結乾燥による細胞の機械的破壊 一言にしていえば様々な滋類の俄

壊段がみとめられたο 前述の特殊な染色j去によって始めてみられるものもあり，また細菌の普

通染色法によってわかるものもあった。その{波i安機式を(~í1単な模式限 lこ表わすと第 2 閣の通り

で，わずかに細胞壁の残散を認めるにすifないくらいの大きな依壊をうけたものから，外形上

著しい変化は認められないが僅かに細胞質が的体外に出出しているか，或いは細胞自体軽度の

]J新国又は主主縮がある程度の|悩めて僅かの障害のものに至るまで極々の段階が観察される。

これらのうち比較的多くみられる細胞の倣岐倣としては，先ず鋭利な切断面をもって輪切

りにされたような細胞がみられることである(図版1-1)。 又このような鋭利な切断商をもった
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第2図 凍結融解・凍結乾燥処理にみられる破壊段式

ものとはちがって， ひきちipったような断面で細胞壁が不定形に大きく開いたようなもの(図

版 1-2)，ス全く逆に小さく主んだ7['3.をもった破壊細胞もみられる(図版1-3)。 ζれらは何れも

お!I胞内成金のみえないl易合が多いが，時lこは細胞監は消失しても内部の細胞質が残っているよ

うなものもある(図版1-4)υ このような破壊は細胞の中央部・両端部何れを関わずみられる。

吏にもう少し恕度の弱L、ものとしては，単[こ細胞の側壁が部分的に倣壊されており，その破壊

lJの小さいものからやや大きいものまでのいろいろの段階のものがある(図版1-5)ω このよう

な細胞壁の破壊とはちがって， ff<i体の一部が萎縮したような形状を示すものがある ο スあまり

はっきりした破壊口は認められないのに，細胞買がi31i休外lこiiff-Wしたかのような様相を呈する

ものもみられる(図版1-6)0 以上は凍結融解処理によってみられる形状の変化の代表的な例で

ある ω

次に凍結乾燥処理の結果みられる変化で， しかも比較的特徴のあるものは，細胞の部分的

な長縮限である(国版1-8，9)。史に程度の.i1!iんだものでは細胞全体にわたって完全に萎縮した

ものがみられることである(図版 I-~O， 11¥，このような阪を観察するためには，乾燥が終了し

て常圧に尽す際lこ出来るだけ平く OsO.蒸気で同定しなければならないυ 又到11胞~~の破壊とし

て凍結乾燥でねに多くみられるのは細胞の長軌に沿った蹴裂と足、われるものであるが，これは

凍結融解ではごく稀[こしかみられない(図版1-12)。これらのI重々な変化の程度を，凍結融解工

回処理のものと，認!玲~l;iL:燥 5 時間のものとで比較してみると，凍結乾燥による形態的変化は凍

結融解によるものより少ないように忠われた Q

以上の変化は染色度の多少の去はあるが，何れの染色法によってもみられるものである。

本実験では特に細胞壁・隔壁・細胞質・細胞核などの凍結による形態的変化か観察する事を主

な目的としているので，それぞれ特定の染色法を利用して検索した。
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B) 凍結融解及び凍結乾燥による菌体構造の変化

工)細胞壁及び隔世 主11111包監は細胞の外部書形成しているものであるから，凍結融鮮や

来結乾燥など、の処胆によって比較的障害をうけ易いであろうと恕除される。しかし，細菌体に

於いては細胞躍はかなり強靭であるといわれているので，来してこれらの処理によってどの程

度の障害をうけるものであるかは興味のあるところである ο この細胞監の染色法として著者は

Bisset守cll、の方法をとりあげた。彼等の述べるところによれば，媒染剤として 1%枠モリブデ

γ酸を用い， 3~5 分間処即したあと日ノÓ Methylgreen で同じ ~j'向染色してかなり鮮明な細胞

監や陥監をみているようである(・図版1-13，14)。著者はこの Mythylgreenの代りに Victoria

blueを試みたところ，一回鮮明な細胞監と隔壁の{支を得ることが出来た(図版II-17)0 f!IJち，

l% 燐モリブデシ隈で 15 分間処理したあと流水で光分i:í~ì修し，次に 0.05% Victoria blueで40

秒間染色する方法が最も適しているように芯われた(以下ζの方法を PV法と祢するL

このような改良染色法を利用して観察し持た結果のうち，凍結語1l貯や凍治乾燥による比較

的特異な変化としては次のようなものがあげられる。

1) 対照の終処理の的体内には駅粒がみとめられるが(図版H-17)， 凍結融解や凍結乾燥

の処理をうけるとこれらの11!ri枕が殆んど消失する(図版II-18)。 しかも凍結融解の[~~数を重ね

るほど頼粒の消失した細胞の数が増すという傾向があった。

2) 次に対照に比べて同盟の厚さが薄くなったようで不鮮明のものが多い(臨版II-18)o

3) 又細胞全体としての染色性が治して波染するものがみられる(図版n-20， 21， 22)。

これらのうち願粒について吏に詳細に観察してみると，これらの頼校は個々の細胞につい

てはその中央部よりやや偏った位置にあって，而も細胞壁の内壁lこ接し，その形状は帰平・半

円形乃至紡錘形をなして(図版II-23)， その尖端部l土中心に向っているようであり，大さも大

小さまざまで，小さい場合は数が多く吊平で，大きいときは数は少なく紡盟形をなしているよ

うである o

以上のような所見からみて，頼校は隔世とかなり密接な関係を有するものと考えられる。

このような頼粒或いは隔世が凍結融解や凍結乾燥によって消失するのは，一つにはこれら

処置によって直接細胞外に続出してしまうことの外，媒染剤の化学的作用によるのではなし、か

とも考えられる。後者では細胞監の透過性の変化がおきた結果，対照、に比べて燐モリブデシ酸

が半く細胞内に没入するため，作用時間や呈が士殺すということである。その点を吟味する目的

で，対照、閣で媒染斉uを作用させる時聞を長くしたり，濃度を増して実験してみたが，この結果

は写異19に示したように幾分駅粒を冶ーする細胞が減少したように足、われる程度で苦しい相違

はみられなく，殆んど大部分の料胞は正常のまま残存している。従って媒染剤の化学的な作用

のため消失するのではなく，凍結融M或いは凍結乾燥そのものの影智により変化を受けたもの
と考えられる。

以上述べたような細胞世の形状の変化のある菌とないI拍.との割合を正終に算定することは

困唯ーであるが，検鋭の際f1，琶の視野数カ所よりおc出してみると，変化のあるものは凍結融解で



112 佐藤正一

は約11%であった。又粒の消尖する割合は 60%であった。

2) 細胞明 細胞質に対しては現在のところこれだけを特異的に選択染色する方法は

み当らなL、。任jffiに用いられる染色瑞はそれが酸性色素でも塩基性色素でも，細胞援に強い親

和性があるためt，;fIllJ包百の観察には適さないようである。それ故成るべく細胞壁に対しては親和

性が弱く，市も細胞立に対しては強い耕平日性をもっているような染色剤を選ぶ必安がある。こ

のためいろいろな色おを用いて検討した結果， 本実験では OS04蒸気で2分間同定したあと，

1% basic fuchsinで40秒間染色したものが比較的好結果を得たように忠われた。 この染色法

(以下Fi去と称する)をj司いて染色したものでは細胞監は淡染し，細胞質は割合によく浪染され

るじ 1Mも適度に波ょたされた細胞質は一様な染り方任示さず，斑紋様にj白い部分と淡L、部分とに

分れて観察される。このような理紋様の構造を示すのは，細胞構成成分のこの色素に対する親

和性が間ーでないことによるもので，村に核の色素に対する親和国iが示111)]包賢のそれより少く，

そのため市I!胞質の内部に比較的光の透過性のよい明るい部分として現われるのであろう。この

ことは核染色法による核の位置及び形状とほぼ一致していることからもわかる。

このF法を利用するによって対照の正常細胞ではJXl紋機構造がみられるが(図版HI-27)，

処理細胞ではー械なj段構造な機相を呈するものが多くなる(図版11I-28)o勿論処濯をうけた細

胞でも斑紋様構造会示すものもあるが，しかしこの均合対照に比較するとあまりはっきりしな

υ
 

、B
J
ト

V

その他細胞質自身の変化としては，膨j閏した制IJ包壁に伴って細胞質がI岩体内をjiltしている

場合があった。この点では F法だけでなく前述した PVi:去によっても同じような結来が得られ

たω ス細胞監から離れて会結した{設を示す場合がある。このような剥離主縮阪もその程度のご

く僅かなもの，長IJち細胞端・側壁・京fIl胞接合部などのごく一部{こ局限されているものより，側

面全体にわたる剖合範囲の広いもの，ス両(WJ回全体にわたっている場合など，いろいろの段階

があるようである。

これらの剥離主紡{伎とはちがって，細胞質の一部を欠除しているような状態のものがみら

れる。この機なものは剥離3妥結 í(~c と類似しているが，剥離妥結しているものはその境界が明瞭

であるが，欠除しているよ男合は不鮮明である故区別出来る。

次に細胞吋が部分自立に断裂して細分されたものもある(闇版III-30loこのようなものは殆

んど、大部分が長'iii!l(こ対しでほぼ直角に芳!訴されており，その数も 21附位が最も多く，又切れる

位壁も大体隔壁か或いはそれが生ずると忠われる所あたりに多いようであるむ

ス政壊された刺胞壁より細胞質が銀出しているような状態のみられることは既に述べた通

りであるが，このような一部細胞質のi民出したものに対して，細抱援は破壊されていないよう

であるが，その外{WJに細胞質と思われるものを間若している状態のものをしばしば観察した。

凍結融解を5回行ったものでは，障害を余りうけていないと忠われる細胞と共に， fil主壊さ

れた細胞壁片など混在している不定形の頼粒様物質がみられるが，これらは細胞質の破壊され

たものであろうと考えられる(図版III-30)oζれは F法ばかりではなく前述の PV法によって
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も同じく観祭できる(図版1II-311o PV染色法によると凍結融j鮮や凍結詑燥処理をうけたもの

では，処理の対照にはみられない濃染細胞が出現することは前述した通りであるが，この l~i.去

を使用して染色した場合には， PVìふとは逆に凍結処理的îiこ淡染する ~~rn胞が多くみられるよう

になる(図版1II-27，28)0 

なお特殊な出定，即ちえりてブロック上で処理し，そのまま回定を行ったものでは， I政認さ

れた細胞壁口から gel状の細胞質がj抗出しようとしている状態がみられるu この場合特[こブロ

ックを;浮くし(約工-2mm)，OsO，蒸気による回定は汗通よりやや長時間(約4分間)行う方が

よい結果が得られるようで、あった(図版 IIl-32~35\

このような F法によってみられる細胞質の変化があるものとないものとの割合は， PVi.去の

j易合と向後正確な拝出は関昇(Eであるが約51%みることができる。

3) 細胞核 Smith'町は Robinow13)の核染色法を改良した方法な}fJいて Bac.mega. 

の核についてしらべ，その形状を記載しているo 法者はこの Smithの核染色j去を手Ij日jして，

技が凍結融解や凍結乾燥などの処理によってうける変化を観察した。即ち 3時間士官誌の諒を蒸

溜水でj手i佐波とし，これをカパ{グラス上にとり， 室温乾燥後直ちに OsO，の蒸気で 2分間[;IJ

定し，その後500Cの1N塩酸で 10分間処理し，水洗後 1%ホノレマリシ溶液に 3分間つけ，再

び水洗後 1%basic fuchsinで30秒間染色した。 この方法(以下N法と称する)によって観察

される核の形状は 1分邸中に21WJの核があって，形は更鈴状である。これらの核は互いに独

立していてその間に述絡はみられないものが多いが，僅かではあるが索状にi虫絡しているもの

もある。

凍結融j併を行ったi留の核は)f'刊誌のものと殆んど去は認められないようである Q 長1Iち核はそ

の形状・大さ・染色性について著しい変化はみとめられないが，ただ対照lこ{革かながら認めら

れる核と核との出の索状のものが，凍結融j将又は凍結乾燥の処理を受けることにより消失する

か，或いは少なくなるように思われる(図版III-36，37)。

次lこ特に注目すべき点は，核染色j去の塩酸処理の時間jを規縮したj居合，対照の関では鮮明

な核の(伎は持られないのに，処理をうけたものでは比較的鮮明な核の限がみえることである

(国版UI-38，39)0 このような現象は細胞壁の透過性の増大，或いは他の機能的な変化と関連

して興味あることと忠われるので，後でまたふれることにする。

以上細胞壁・隔情・細胞質・核などについての形態的な観察の結果について述べたのであ

るが， 凍結融解に於いて 1-5固と処理を繰返すことは単に陣容を受ける細胞が多くなるいわ

ゆる「長的関係」の変化のほかは，特に質的な去を生ずるようには思われない。スこのような

凍結融解と凍結乾燥の処理による形態的変化の走兵としては， 形状の変化の係く一部(創造裂・

萎縮細抱の出現)を除いては特lこ著しい差は認められなく， ほぽ閉じような変化がみられるよ

うlこ思われる。

又fi¥[酸処理だけでなくエ{テノレ処Eによっても凍結による障害の様相を観察することが出

来る。(1uえばエ{テノレの中に 48時間つけて，その後充分水洗し，前述のPVi去により染色して
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みると対照に比べて形態上著しい変化をみることが出米た(図版IV-40，41)0即ち凍結処理し

たものでは;1!\~処理のものに比べて細胞全体符しく膨潤しており， しかも細胞壁と細胞質とのflJJ

は主1)離在おこし，細胞質は踊壁により僅かながら断裂しているような所見が得られた。

IV. 生化学的観察の成績

凍結融j昨や凍結，;il:燥などの低温処理の際にうける細胞の障害，只11ち，街[j胞控・隔壁・細胞

質・細胞核などの変化を形態的に観察して，それぞれ相当11求書を与えていることがわかったが，

次にこれらの刺抱の機能的な方面，特に生化学的な面での変化をしらべてみた。

1) 凍結融解並びに凍結乾燥の生残本

6 

5 

、、、、、、
O¥  
、、o、
、、、、、
b、、、
、、。
、、
、、、、O
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昨年間培養隣

ー一0一四 3

2 5 3 LI 

t処理ー回数1

第3図 凍結融解にるよ生残百分率

一-eトーー15
!時間糟菌

一時0--3 

150 

% 

2 3 与 5 

l処王監回数)

第4図 凍結磁j呼による生残数

に及ぼす影響

形態的観祭と機能FIな観察とではそれに

必要な附量は必ずしも冊ーではない。fClJえ

ば形態的lこは各 l単位の細胞について観察

するのに反して，機能的には細胞の総量を

以て検索しなければならないことが多いか

らである。

生1*~手2の検索に際しては相当多監の ìfî

を必要とするので，すべて01三板培地を用い

3r時限並びに 15時間培捺したものを 0.3

mg/cc及び0.5mg/cc の菌液とし，各 1~5

回迄凍結前~解の処理を加え，凍結乾燥には

5時間乾燥したものを使用して，それぞれ

無処理のものを対照として platecount i去

によって生残率をしらべた(平板上に発育

するコロニ{数が大体 10つ~500 くらいに

なるように適宜の稀釈を行った)ο

ζの生存i有数を対照!こ対する育分本で

示したものが潟3図であるじこれによると

凍結融併の回数とともに生残ネは漸次低下

するが， 各自 )l~ 3時間情誌のものより 15

時間培義のものの方が生残率が高い。これ

は若~、細胞より古い細胞の方が凍結融解に

対して抵抗が日記、という従来の知見と一致

するもので，Bac. mega.についても需じ

ことが云えるようである。
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この曲線は縦軸を菌数の対数にとって表わすと第4関のようになる。

3時間， 15時間培誌のもの，共にほぼ直線を示して等比級数的に低下することを示してい

る。 これは要するに凍結融j坪で生l~i数は漸次減少し， しかも障害を受けて死滅した菌は生的

に対して保護的な作用を与えていないことを示し， また3時間と 15時間培安のもので聞きが

増してくることは J吉長時期lこより415:;抗性が多少異なることを志l床しているものと巧えられ

るQ

一方凍結乾燥によるがをみると 3時

間i吉詩的では対照に比べて20.3%の値をぶして

いる。これは凍結融解の生残率に比較してみる

とほぼ1削の処躍に相当するようであるむス 15

時間培i!?Usiでは 30.3'Joで同様に第H::rJの処理に

相当している(第 1表L

第 1表

3時間胞を塁菌

15時間培養碕

凍結乾燥による生存不

対 照|視叩
(μ(%)  

100 20.3 

100 30.3 

何れの処理lこ於いても古い培定的の方がI円、培養閣に比べて生残之容はよく，凍結に対して

抵抗↑主の強L、ことを示している。

2) 凍結融WI~ ， 凍結乾燥の酸おl呼岐に及ぼす影腎

機能的には生亮平lこ対して相当陣存を与えることがわかったのであるが， ζれらの処理が

細胞の自己呼吸やグノレコ{スを基質とした場合の酸素呼吸に対してどのような影科を与えるも

のであるかを， Warburg検圧計を使用してしらべてみた。

ζの実験lこ於いても多量の菌を必要とするので， 15時間培養の 50mg/cc闘液を使用し，

3TCで1時間測定した。即ち， 50 mg/cc r桁伎に自己呼吸測定には pH7.0の憐酸緩衝液を加え

(A液)，基質呼吸には3%の割合にグノレゴ{スを

合右させた燐酸綬l1fj液 (Bi夜)を加えた。

1)主

2) 

山 (50mg/巴巴菌液

怠 lA液叉は B液
205'五KOH

1 cc 

2cc 

0.5 cc 

このようにして符られた結果は第5図に示

したように， 1) r-: r 己 Hヂ~及， ~1S 1::r.1呼吸)~i三凍結融

解を重ねることにより漸次処理出数にほぼ比例

して低下する傾向を示した。 2)白己I呼吸の場合

より基質呼吸の方がその低下度は著しいようで

ある。長[)ち 5回の凍結融jfj?(，の処理で自己Hヂ吸は

50%に低下するのに反して基質呼吸では 25%

である。 3)又これら障害をうけた闘の酸素消費

100 

50 

% 

~! PO刊3
Dl BuFFer十 glucose

2 3 斗 5 

(処理図数)

第5凶 凍結融解による呼吸低下の百分率

皇の低下の割合を生残号、iのそれと比較してみると，生残本よりはその障害は著しくないようで

ある G
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一方凍結乾燥の処理によってうける酸素呼吸

能の変化としては第2表に示したように，基質の

ないのは無処理のものに比べて58.8%に低下して

第2表 凍結乾燥による酸素
呼吸低下の百分率

おり基質のある羽合は84.1%に低下し割lこ持寄は
基質の実~)，、場合

少いようである。障害のうけ方と基質の有無との
基質の有る場合

関係は凍結融j鮮の場合と全く逆な値を示している

3) 凍結融解，凍結乾燥の酸化的憐醍呼吸に及ぼす影響

既に述べたように生残率に与える影響と，酸素l呼吸能に与える

するが，しかし，一致した成柏を得なかった。

凍結乾燥処盟

(;;'~) 

58.8 

84.1 

とはほぼ同じ知向を有

呼吸はそれと共加しておこる燐酸化を通じて細胞の生存に影響を及ぼす ζ とが知られてい

るが同，常通は呼吸と燐酸化がうける障害の程度とは必ずしもー孜しないものである。それ故

p
320.を使用してi呼吸と同時におこる燐酸化，即ち p32の細胞内に導入される割合を測定するこ

とにより，酸化的燐酸化の面から追求してみた。

この実験に於いても相当多昆のi酒を必要とすることは酸素呼吸の場合と問様であるので，

15時間培技の 50mg/cc躍液を使用した。これらの[岩波を小試験管に 2ccずつ分注して，おの

150 

...c 
01 
ω 

E 
5 100 
C 

E 
ω 
~ 

5 
0 
υ50  

第3表

-ー回目+
GI ucose 

ro(¥t，_，.-，.o 
百画....---::.'"ーぷ哲三宮事

，dZ55Sニニ四----訂J

90 

[時間)

150(分)

第6図 p22の吸収及び交換の速度

p32吸収及び交換の迷皮 (counts/min/unitweight)
←一一明 一一一

30分
グルコース

(+) 
ーーーー

25 16 

凍結磁解 I問 21 13 69 44 116 

グ 3図 55 52 58 60 66 

，ろF 5悶 56 55 57 60 63 

凍対i乾燥 60 58 60 
一一一一一

66 

65 

62 

91 
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おのを 1，3， 5 1'21の凍結融解と凍結乾燥5時間の処理を行い， 37
0

Cの恒温器の中lこ保存し，こ

れを30，90， 150分毎!こ取出して蒸溜水で3回遠沈洗滅しゅ，000r.p.m.15分)，金属皿に移し，

風乾してから G.M.Counterで測定してp32導入の述度を求めた(第6図，第3表)。

この間に示されるように， 1)基質のない条件に於ける p32導入の割合と基質のある場合の

導入とは，基nの;fJ}!¥f，にかかわらず同じ領向を示して， n将司と )j~ ，こ ì'Wí次増大してきている。
2)凍結融fiJl(，1回処理したものについてはいずれも約お%前後の能率低下がみられる。 即ちこ

れは基1'1"の有無にかかわらず憐鍛化は呼吸と同程度の障害をけることを示している o 3)凍結融

jy平3回以上成いは凍結乾燥5r時期の処理をうけた細胞では，最初の30分間で細胞内のp32の量

は最大値に述して，そり後は平衡状態となり， p32の導入は治んどみられないようである。

これらの所見から考えられることは，呼吸系lこ与える障害と同時にそれと共l陀しておこる

ところの燐際化系に対しても問機な作用を与えているものと忠、われる。しかし 3回以上処肥し

たもの， 及び凍結乾燥処位したものに於いては機能的燐般化とは関係のないと思われる p32の

自由拡散現象(この現象は， 死滅した闘に対する凍結或いは乾燥の 2次的な効果としておこる

五In胞抵の透過性階大によると考えることにより説明されるであろう)が現われてきたようにみ

える。

ζの機lこ酸素呼吸能や燐酸化能がうける障害と，先lにこ述べた生残J系f存ミの低下との問には直接

的なi関羽係がみられなL

どの処E班!によつて，より強い障害をうけているのではないかと考えられる。

4) 細胞のi構成物質に及ぼす影響

従米の多くの報告や本実験のp3Zの導入に関する結果などから， 凍結融jfy"や凍結乾燥の処

即によって細胞壁の透過性に著しい変化の生ずることは容易に理解し得ることであるが， しか

しこの透過性の変化は細胞!肢の枯二造のどのような変化に対応するものであるかについてはまだ

余りよくわかっていない。

他方凍結融解或いは凍結乾燥が細胞構成物質の溶解性，被抽出性{こ対して， どのような影

与えるかについてもよく知られていないようである。 ζれらのJえを明らかにするために次

のような実験を試みた。

p32を含む培地lこ15時間培持して得た向、[体を， riij述の通 1)3回速沈して洗i燥し50mg/ccの

i岩波を作る。終処理の対照と凍結融解l四， 5 lDIのもの， 及び凍結乾燥を行ったものについて

Schneider法15)，16)によって抽出分担jを行い，各分剖中の p32の強度を測定した。 なおこの捺混

在する無機の p32 の activity は r:Ï~体内の p32 の activity の 1/1，000 以下である ζ とを予め測定

により確めておいた。

その結巣はtrn関，第4:f'<'こ示すように，水溶性物質として抽出されるもの(これには 24
時間蒸溜水で抽出した)は凍結乾燥処理を行ったものが最も多く， 凍結融解5回， 1回が之に

次ijf，無処理のものが最も少ないようである。残誼分却に於いては水溶性分担!のJ誘合と多い少

ないのj順序は全く逆な関係を示している。 有機溶媒に抽出される p32はいずれも無処理のもの
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7)νコール+エーテル

水 3060 

冷-TCA 790 

460 

然-TCA

l'Jt捺

第7図 凍結融解及び凍結乾燥処理による細胞組成の変化
(数字は p32のrelativectiityぞ示す)

第晶表 凍結融解及び凍結乾燥処胞による細胞組成の変他(百分率)

7JU紡融解 51'川

水

冷-T.C.A

19.1 

11.6 

3.2 

56.3 

10.0 

23.5 

11.0 
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7.1 

4.2 

56.1 

5.2 

アルコーノレ+エーテノレ

熱-T.G.A

残波

lこ比べて著しい差は認められず，主'!¥ートリクロ{ノレ酷般 (TCA)抽出分剖はほぼ閉じような{症を

示し，冷-TCA抽出分訓に於いては凍結乾燥が最も少なく残波分割と間じような傾向を示して

いるが，その廷は余り著しくないようであるο しかし酵母などではこの分出の水溶性化は知ら

れているようである1九

以上のような成結から水溶性分封rlrに合、まれる p32の化合物は一体どのようなものである

か，これを確めるために更に次のような実験を行った。即ちこの分割を風乾して 5:1ブタ{

ノレ酷酸(水飽和1)を溶媒とし，ぺ{パ{クロマトグラフイを行い， ラジオオ{トグラムをX線

フィ Jレム上に 48時間感光させて得たものが写真 44である。

この写真で示されているように，おのおの原点とそれより寵か上方とに2稜の強いスポッ

トをみることが出米る。この部分の物質はニンヒドリシ陽性である ζ とから，蛋ぞl又はペプチ

ドであり，無処理の菌からも溶出されるが凍結処盟によって溶出が促進される性質のものであ

ると考えられる。

このような結果は， 1) Bac. mega.細抱はl若液として放過された場合，時間と共に合燐ペ

プチド或いは蛋|封を放出する。 2)凍結融解或いは凍結乾燥などの処理はこの放出を促進するこ

とを示しているように思われる。

形態的になおこのことそ3日ずけるために，トアミノ基の分介f状態を Bergのニシヒドリシ

試験1的を利用して検索してみた。即ち形態的観察の際に述べたような方法により得たカパ{グ

ラス上の簡を 0804の代りに 10%ホノレマリシ液で S分間固定し， 水洗後2mP-のニシヒドリシ
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で1分間煮沸，水洗後グリセリシでマワントして得た結果が写虞42，43である。

この方法で得られた結果l立派処理のものでは僅かに淡い青色に染色されている。主lこ隔壁

の泣置と細胞端が比較的よく染色されている。一方凍結融鮮の処理を受けたものでは無処理の

ものに比べて極く僅かに染色されていて，対照にみられるような鮮鋭な像は得られないようで

ある ω

この事は凍結融併により日ーアミノ基が影をうけて不染性になったためか，或いはiiB体外

lこ波出したためにおこる現朱と足、われるが，先の実験でもみられたように，ペプチド或いは蛋

白の放出と併せてゴ7えるならば， tEι!の訪I'!l¥と考えてよいのではないか。

v.考察

微生物は低温に対して一般に強いJ底抗を示すといわれているが，その際与えられる条件或

いは被検材料の径知などによって廷はあるとしても，或程度の障害を受けることは免れない。

これら細抱がどのような機序で障害をうけるものであるかについては従来いろいろと検察され

ているが，そのうち主なものをあげると，細胞内外に形成される氷品により単に機械的に障害

を与えられるもので守あるとする説，或いはこれら凍結の際の氷品形成による脱水のために煤液

又は細胞質自身の濃縮がおこる結果持寄を受けるとするもの3'川などがある o いずれにせよ凍

結による障害には氷品の形成が重大な関子をなしている乙とは疑いのないところであろう。従

って従来は凍結[j寺の条fe/:と菌の障存度との関係をしらべる実験が多く，それも主として障の生

残本を基準にして検討されていたにすき了ない。著者は特にこれまであまり省みられていなかっ

た閏白身のいろいろな障寄の受け方を質的に吟味する ζ とにより，的障害の機序を知ることが

出来ないかとユ与えて本実験を試みたものである。特に間一i却について形態的変化と機能的変化

を平行してしらべ，両者の関係からよりー!吉正確にその機序を知り度いと三与えたからで，その

ためには Bac.mega.が比較的好材料であることを知ってこれを採用したのである。

さてこの Bac.n'lCga.を使用して得た結果を今迄lζ行われた先人の業結ーと比較してみる

に，細胞壁については疋米細胞固有の外郭を維持し， しかも生活機能に必要な成分の吸収，分

泌.呼吸などすべてこの~，IU胞濯を通じて行Lわれ，外界よりの侵裂も先ず細胞f廷に対して強く加

えられるものと考会えられる v 凍結融1りや凍結乾燥の処理に際しでもこの細胞監が氷品の生成[こ

対してどのような態度を示すものであるか，細胞日身の構造からみても興味のあることであ

る。酵母に比べて強聞なおJI胞むを有しているものと思われるにもかかわらず，Bac. mega.は

これら低溢処理によってかなり多くの細胞ほの障害のある ζとを知った。その理由としては，

他の徴生物の場合にも三与えられるように，先ず第一に氷品による機械的破壊をあげることがで

きょうが， しかしその細胞匂の被域(裂を観察してみると，最も軽微なものは外部lこ殆んど損傷

がみられないが内部からの細胞質の滋出のあることから損傷の存在が想保されるくらいのもの

があり，また最も障害の誌だしいものは原形を留めないくらいの破壊{裂がみられ，特に破裂し

たような破壊限或いは説示!な切断固を示す細胞など，きわめて種々雑多な破壊仮がみられる。
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この事からも唯単lこ氷品による影響のみでなく，かなり複雑な閃子によるものではないかと想

像される。

又凍結乾燥による細胞の依壊様式を凍結融解によるそれと比較してみると，あまりはっき

りはしないが多少の去があるように思われる事は，既に述べたm1りである。凍結融解，凍結乾

燥とも凍結という条件ではそれぞれ全く向じ過程をへるのであるが，共の後!こ於いては一方は

直ちに融j昨，他方は乾燥，復水というよな操作が加えられる。従って差ができても当然のこと

と三与えられる。なお凍結乾燥では装結した細胞がみられるが， このような綿胞を観察するため

には，乾燥終了後常在に足して直ぐ回定しなければならない。常圧に戻してから時間がたつと

このような萎縮した細胞をみることが出来難い。これは空気中の水分を吸収して原形に復帰す

るためではないかと巧えられる。それ故乾燥したままの状態をみるのには，空気中の水分を吸

収しない前に回定して観察することが必安である。

次lこ縦に裂けたように見える菌が凍結乾燥の際lこ観察されるが，その出現の機序は明らか

ではない。ただ乾燥終了後常庄に民す時，急激に真空を破るほど数多くみられることから，凍

結乾燥によって多少脆弱になっている絢抱壁に加わる急激な圧力の変化により生ずる技術的な

問題ではないかと想像される。

隔壁や願粒の消失は形態的変化のうちで最も著しい変化であり，機能的観察に際して細胞

構成蛋白が水溶性化して細胞外に多くみられる事実，或いは形態、的観察上京!日抱討さの透過性の増

大する事と併せて考えるならば，これらの頼粒は主として置自より形成されており，凍結に対

して非常に不安定なもので，これらの処理によって細分されて小さな粒子のものとなり，透過

性の増大した細胞壁より細胞外に続出したものと考えられるようである。この事はス同じよう

に，完成に近いr!Jのある隔壁が薄くなる現象についても云えるものと思う O

破壊細胞世の染色性については，細胞控は元来これが機械的に破壊された場合には，著し

く雑草主性を示す事は主¥1られているが，単なる機械的或いは物理的な操作による破壊だけでなく

凍結融解，凍結乾燥の処理によって磁波された細胞壁についても，これらのものと間じように

著しい雑染性を示すζ とがこ ζlこ確認された。

処理された細胞の染色性の変化については， いずれの処理方法によってもPV法では浪染

し， Fj去では淡染する細胞が出現するが，濃染細胞は凍結融解1凹の処理のものよりも，処理

回数の多いもの程増す事実，及びこれらの細胞はその外形が幾分変形をおこしていることが多

いことより，当然障害を受けた細胞であると考えられる。 しかし処理菌が何故PV法では対照

より法染し1<法ではかえって淡染するのであるかこの機序に対しては明らかにしなかった。

又PV法により濃染する場合，細胞蛍と細胞質の何れの染色性の増加であるかを詳細に観察し

てみると，細胞蛍よりはむしろ細胞質自身の染色性が増大したために濃染していることが判

る。又F法によってはPV法とは全く逆に淡染する細胞がみられる機序に関しでも明らかにす

る事は出来ないが，双方何れにせよ細胞哲自身凍結融解や凍結乾燥によって戎種の変性を受け

て色素に対する親和性に変化をきたしたものと考えられる。
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ス拙抱賢一が凍結融解，凍結乾燥などの処理によって分断，欠除，或いはj佐出することは既

に述べた通りであるが， F法lこより観察した場合には PV法でみられるような変化とちがって，

細胞;主の放政uが認められない場合でも，ぷJjj胞質が陣容を交lナ牙[析していたり，大詰している

1見合をしばしばみる事ができる。これら細胞笠の破壊がなく単に細胞質!のみ般壊されている場

合，減給の外的な要?r:れこより受ける障害と三与えるより内的な安京却ち細胞内凍結による分断，

或いは欠除と考えた方が説明し易いように思われるο ス細胞質のi}jfIJ!の場合は多少その桜子が

兵なり，タト)~上はみられないがごく微細な細胞監の{技法 IJ があって，それから細胞質が泌出し

たものと%えてもよいであろう。

細胞怪とお1l!J包賀とが剥離しているような細胞は，双方の処聞の際にみられるのであるが，

特に凍結乾燥の処理の際に多くみられるようである。このJHr凶として与えられる事は，細胞涯

と細胞膜との結合が凍結によって弱められたものであるか，ス氷品による圧迫により細胞が収

縮し， 融Mの際、(或いは復水の際)に細胞世と細胞Y日との復7己力の相迩によりおこる現象であ

るか明らかではないが，凍結乾燥の際にみられるよ;紡した状態の細胞ではこのような剥離は認

められない。

政E紋様のt謀、近は，核と細胞質との色素に対する親和性の相違からみられるものであるらし

いことは既に述べた通りである。乙れらの構造を示すものが凍結i郁!解成いは凍結乾燥によって

ー一様な純情.造の様相を目するという事実は，一方核の観祭に於いてその大さ，形状，スは染色

性についても殆んど変化が認められないことがわかっているので，核の光の屈折性が細胞質の

それに接近したためと考えるよりも，核をとりかこんでいる細胞質が強く変性したために，色

素との親和性に変化をきたして核の存在を認め雑くしたのだと考えた方が妥当のように忠、われ

る。何れにせよ細胞質の質的変化のために染色性が変ったものと想倣される G

核については，この実験結果からは著しい変化は認められなかったが，この核に変化のな

い事については，闘イヰミの比較的内部lこ存犯するために影響を受け難いのか，或いは核自身の抵

抗性の強い事によるのかは明らかでない。凍結による核の変化のみられない事は，細胞成分の

分析的な観祭で，熱-TCA 分担l]iこ殆んど変化のない事実からも担保される。

細胞培の透過性の増大は，核染色の嶋合lこ塩艇の処恕時閉そ組縮しでも，対照と比べて同

じように核のみえる ζとから恕保できたのであるが，このよ止をもう少し細胞恒の構造からも検

討ーしてみようと忠¥う o

細胞監の構造物は，主として蛋白，多情強，炭水化物及び3Jj脂質などといわれているが，

凍結融鮮や凍結乾燥の処rmの際に蛋白質又はペプチドの治離が促進される卒は，形態、的観察で
はニジヒドリシ染色法によっても，無処理のものに比べて淡く染色されること，又細胞府.成成

分のうち水抽出分割を風乾して得た所見も，蛋iきI或いはペプチドである事によっても肯定でき

る。この事:は細胞蛍の構造が組になり，このため内部の蛋内体やその他の成分が細胞外lこなお

波出し易くなるのではなし、かと推論される。 これ故塩醗処理の際みられる現象やp32主導入につ

いて行った実験の際みらる現象などが一陪説明され易くなるものと思う。
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又エーテノレによって細抱自身に著しい変化がみられる事lこ関しては 、かなる機n主による
ものであるかを深く泊求してみなかったのであるが，何れにせよ塩酸だけでなく，エ{テノレも

また凍結処理による細抱陣存を ~IE明する一方法になるものであろう。

細胞壁及び細胞質の変化と生死との関係については，よr11胞虫が完全に彼i会しているものは

勿論完全に死滅していると二号えられるが，不完全な{波rnやく lJlk~~'刊iな紋の程度;でも，分裂能

力を尖うこともあり得るであろうし，凍結乾燥にみられるような単に安柿したぬ合には，分裂

能力をブミつてはいないかもしれぬψ ス正常[;r-iよりも浪く或いは淡く染まる臨，似迭を5た

ったi相， f{:首位に変化のある菌などは，生死何れにあるか測定する事は困難である。しかし，こ

とで述べたような色々の陣容を受けたと足、われるものは，すべて分裂能力を失ったものとして

考えるならば，これらは PV 法では約7l~ノ~， F 法では約49%で，機能的観祭による死滅ネ76.3

%に比べて F法でははるかに少ないようであるが， PV {去によってみられる粕校の泊先は，

かなり高~q，fにみられる(約 60%)から，その他濃染闘(約 8D%)，*Iil胞慌の破限rr4¥約3%)を合
せて，これらをすべて分裂能力を尖なったものと考えるなら4 培技によって測定された死減率

とかなり一致する成総のように忠われるが，実験的に確認できるわ!正確な数畳的取扱いはしな

かった。

一方機能的な面よりよると凍結融解や凍結乾燥による生残存の変化は，Escherichia coli 

lこ於ける占問機10)Bac. mage.に於いても等比級数的な低下をみた。 しかも E.coliよりは低

下の程度は若しいので，凍結融解処理lこ対する抵抗性は E.coliほど強くないようである。 こ

の事は細胞u労のいろいろな性質の去によるものであろう。ス凍結乾燥による生内不は同様に
低下を示していて， これは凍結融j悼のほぼ 1-2日行った程度の障害である。 この卒は一般に

凍結乾燥は凍結融解より障害が誇しいという従来の知見と一致するものである。

このように生残本の上からみて，これらの処理は相当の障害を与えていることがわかるが

酸おi呼吸能の変化と比較してみると，両者の傾向は似ているが必ずしも一致はしない。細酪の

種類によって凍結融解l岩波の呼吸量の増加するもの叫叫，或いは減少するもののあることが報

告されているが2へBac.mega.では E.coli， Neisseria gonorrheae， Hemoρhilus teriusis 
などとは持って，処怒回数による生障の減少に伴なって呼吸畳も減少している。従って E.coli 

やその他のものとはその代謝の機A苛スは陣容のうけ方が兵なるものと恕印される。しかし，何

れにしても凍結乾燥では凍結融WI~の 1-21lïl 泣の処理に相当した陣百の受け方で， この点では

生残~f; と一致した成総のようである。

又p32の吸収については日J述の;燐酸化能測定結果を以て酸素呼吸と誼接関iむした現象と

みる事はできないο それは呼吸系と共加するi権限化のみが測定されるのではなく，他の酵米系

に於ける燐の交換反応も当然iHU定にかかっているはずであるからである。しかし，燐の交換反

応は燐機転移の如き細胞のエネノレギ{利用能の一部を担うものであるから，全体として燐導入

の速度は細胞の生化学的活性をあらわすものと見倣すことができる。このような見地や，また

槌定によって得られた導入速度が凍結処理回数の少ない菌では呼吸能にほぼ比例している
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などから， 凍結処理による閣の死滅が呼吸系(広い意味での)の障害によって直接もたらされ

るものではない事が推測される。しかし呼吸測定などと同様，このような生化学的な測定は，

その精度の点、から生菌数測定には及ばないので， 生吸不 10%以下の場合に於ける生菌の活性

について云々する事は不可能である。

そもそも糾抱は多種多様な要素ーから構成され，それらの また多数の呉なる物!誌によ

って品目立てられており，史にそれらの陪に複雑な述関が成立って生命が維持されるものとェ与え

られるが，それらに閲するよ主体的な;正月TJはまだまだ:充分でなL¥本実駄に於ける実験結果に対

する考察の主要な論点も，結々の条件での凍結処理によって，細胞の「構成jが如何なる影響

を受けるかを解明せんとする事にあった。数多くの物質とそれらの有機的な相関関係が，ある

特定の方法のみによって説明し得るとは忠わないが p32によって標識した細胞内物質の抽出

が，凍結融Jo/~又は凍結乾燥によって変化する取が， Bac. mega. iこ於し、てもお11抱椋造障害の

構を知る一つの重要なでがかりになったと:与えられる。このことは他の細胞についても既に知

られていることではあるが2ベこれによって Bac.megaのもつ性質の一凶がうかがわれるも
のと思う。開えば，酵W:などの微生物細胞の凍結融}o/(oは細胞質の低分子物質の溶山を容易にす

る22)のに対し，Bac. mega.ではその他にある極の蛋ILI物質をi持離し効くする若手であるυ この

ような事は醇京の抽出に利用されているが2ぺ本実験のラジオオ~)グラムの定性的な結果か

ら，Bac. mega.で溶出されるものは燐蛋r=r'ffであろうと推定される事は， 従来あまり知られ

ていないこの視の蛋由貿の細胞構造に於lナる役割lこ何らかの示唆を与えるかも知れなL、。

以上述べた訪現象の説明だけでは，所期の日!判長[Jち凍結融M及び凍結乾燥の細胞に対する

作用の操作を解明するのにはまだまだ不充分ではあろうが，とにかくこの問題に関する系統的

研究を行うに当つての比較的重要ないくつかの実験結果を提供しねたと考えるが，今後の解明

にまたなければならない点の多いことは勿論であるむ

VI.結 モ吾
日

凍結融解や凍結乾燥などによって，微生物がどのような障害を受けるかについて明らかに

したいと考え Bac.mega.を使用して，形態的lこは細胞蛍，隔壁， Wl!J包賀，細胞核lこ対する

変化を観察し， 併せて機能的には生子J~~千九階来l呼吸能 p32 の吸収速度及び構成物日に与える

影響について検索してみたところ，次のような結果を得た。即ち形態的変化としては

工)細胞笠lこ対する障害の程度lこは極々の段階があって，六は形状をとどめない位ひどく

破壊されたものから，小は外見上殆ど変化はみられないが細胞質の滋出することから細胞壁の

破壊を恕除されるものまであるω 特に凍結乾燥では凍結触併であまりみられない縦裂或いは妥

結した菌がみとめられる。

2) 隔世は，細胞に殆んど変化の認められないような場合でも，その厚さが減少したり，

或いは令く消うたしたりした。

3) 細胞賀は，細胞監の破壊に伴なって変化がみられるが， ~:I閥包蛍の変化が著しくないよ
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うなJ易合でも， !i#i潤，紛離妄 ~~i1， 断裂，欠!í;í，などの障害をうけている。

4) 核には前んど変化は認められなかったが，血般の透過性がf曽大しているようである。

5) 色素に対する親和世に変化があり，対照よりも浪染したり淡染したりした。

機能的観察の結果は次のようでぬる。

1) 生rAi数は凍結触鮮を反援すると等比純数的に生残数は低下し，凍結党保に於いても低

下した

2) 隈京呼吸能もほぼ処理回数に比例して低下した。

3) p32 による蹄酸吸収能は細胞壁の透過性が増大するため特HJ~な吸収 rllJ'I;京を示した。

4) 五111胞掠成物質にも変化があり， TCA分封と共にJi¥誼分占1)の水溶性化がおこり， 査にI

T1及びペプチドの滋離が促進される Q

以上総合してみると，凍結触解や凍結乾燥の処Jlliによって Bac.mega.は，細胞む並び

に細胞質などに1'i)1'J，民的変化を受け，その透過性が増大し，細胞措成物自の変化と相役って

生存に必要なwH本成分のi佐山が促進され，引に呼吸系よりも合成系の機能が強L、障害をうける
ために，出II[有の生存{こ王立命的な 及ぼすものと了与えられる。

区に当 1) 終始御懇:~f3 な御指導を賜った恩師以井教技に衷心より謝立を2とすると共 lこ，

々 1~1l教示を蚊きました林助教授に，また多大の御J妥助を戴きました二既氏に感謝の必;を去しま

す。
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Resume 

Microorganisms are known to get damaged by the treatment of freeze-thawing or 

freeze-drying， as is the case with various kinds of plant and animal cells. 

It is the object of this study to investigate the mechanism of cel1 injury caused by 

freeze-thawing or freeze-drying from morphological and functional points of view. Bacil1us 

megatherium was used as an experimental material， for it is large compared with other 

bacteria and is adapted for clear perception of cytological structure. 

Morphological examinations were conducted by employing the method of stainning 

specific for each cell constituent: 

1) Cel1 wall and separate: Improved Bisset's method modified by substitution of 

0.05% VictOl匂-bluefor 1% methyl-green; 

2) Cytoplasm: 1% basic fuchsin; 

3) Nucleus: Smith's method (modified Robinow's). 

Fo1' observing the functional change the following tests were carried out: 

1) Cell survival immediately after the treatment was measured by the plate-count 

method; 

2) 02-consumption rate of treated cells was determined by the use of Wa1'burg's 

mano立leter.

3) Inco1'poration 1'ate of p32 into cells was m巴asu1'edby using G. M. counter and 

distribution of p32 in the cells was tested by means of autoradiography and Ninhyd1'in 

starnmng. 

The mo1'phological changes caused by the treatment of freeze-thawing 01' freeze-

drying were as follows: 

1) Various degrees of injuries of cell wal1s were observed， for instance， cell debris 

which we1'e intensely damaged and lost their original forms 01' cells which looked like 

normal but were slightly hurt as inferred from the photomicrog1'aph showing some cell 

components around the cel1 walls. Especially in freeze-dried samples many sh1'unken 

cells and few longitudinal cracks in the ordinary-shaped cells were obse1'ved， 

2) The morphological changes of cytoplasm， such as swelling， exfoliating， shrinking， 
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lacking or cracking， were found even in the cel1s， of which the cells were scarcely 

damaged. 

3) Change in stainability of cell by various dyes was produced: cytoplam came 

out to be more deeply stained by Victoria-blue andmore faintly by fuchsin than in the 

case of normal cell. 

4) Nucleus did not show any remarkable morphological change but could easily be 

stained by a brief PI社 reatm巴ntwith HCl on account of increased permeability. 

The results obtained through some examinations on function旦1changes were as 

follows: 

1) Cell survival showed gradual decrease as freeze-thawing was repeated. The 

survival immediately after freeze回dryingwas similar in number to the case of the cells 

subjected to freeze-thawing but once. 

2) 02-consumption of the treated cells also diminished with repetition of freeze回

thawing. 

3) The rate of incorporation of p33 was decreased by treatment. p32 was absorbed 

by the repeatedly frozen cells more rapidly at the initial stage of incubation but the 

total quantity of p32 absorbed by the treated cells was less than by the normal cells. 

4) By freeze-thawing or freeze-drying water-soluble substances b巴came easily 

extractable. 

In short， Bac. mega. is markedly influenced by freeze-thawing or freeze-drying. It 

is to be inferred that cells are more or less morphologically and functionally damaged 

due to destruction of cell membrane， increas巴inpermeability， elutionof cell components， 

injury of synthetizing system in cell metabolism and so on caused by such treatment. 



凍結融解叉は凍結乾燥による Bacillusmegather・iumの形態的並ぴi己機能的変千七について 127 

写真説明

第1図 鋭利な切断面を有する輪切りの状態の破壊細胞壁。凍結融解 (FT)， Fi:去， X2，250 

第 2図 不定形iこ大さく開いた破壊細胞壁。弁状i己破壊された細胞側主主もゐる。 (FT，F法， )< 1，500) 

第3図 2とは逆;二萎絡した破壊細胞壁。 (FT，PV法， >< 1，500) 

第4図 絢胞監{立破壊されでも尚細胞質:ま残寄している。 (FT，Biss白t法， x2，250) 

第5図 側壁の小破壊。1
;凍結乾燥 (FD)PV法， X 1，500 

第6図 側幣の大破壊。j

第 7図 細胞質の菌体外j放出。 (FT，PV法， >< 1，500) 

第 8・9図 蘭体の部分的萎縮と細胞質の遊出が認められる (9¥08:之対照。 (FD，PV法， x 1，500) 

第 10・11殴 萎絡した医i体の各段階がみられる(J1)0 10は対照。 (FD，PV法， X 1，500) 

第四図 凍結乾燥に多くみられる縦裂と思われる細胞。 (PV法， X2，250) 

第四・ 14図 Bisset 法による染色。 PV 法よりは鮮明ではないが隔~?立原く頼粒も認められる (14)0 FT 

によって陥誌は薄くなり頼粒は消失破壊細胞と淡染1iiも認められる (14)" (x 1，500) 

第15図 細胞質:立分断ロれている。 (FD，PV法， X 1，500) 

第四図 細胞肢と細胞質とは剣瑚E-aおこしている。(向上)

第 17・18函 13・14‘こ比較して鮮明な像で，歯体内願粒i立存在し隔壁も厚い (17'018はFT処理で願手立

:立殆ど消失しかも隔球出鴻い。 (PV法， X 1，500) 

第四図 燐モワブデン峻処庖60分，!騎絞1ま消失せず叉隔壁も余り簿くなっていない。(同上)

第20-21・22図 淡染閣の極々の段階を示す。 21¥ま FTI図， 22:之 FT3問， 20 ~立対照。 (PV 法， X 1，500) 

第 23図 紡錘形の頬粒。 (PV法， )く 1，500)

第 24図対照

第25図 FTIlTIl 

第26図 FD5時間

第 27図 対照の斑紋様様i位。 (F法， )く 1，500)

第 28図 斑紋様構造の消失， i淡染及び破壊細胞。 (FT，F法， X 1，500) 

第 29図 細胞質の欠徐 (F)，膨澗，破壊。 (FT，F法.X 1，500) 

第 30図 FT5問。種々破壊細胞に細胞質の破壊物と思われる頬粒が混在している。 (FT，F法， X 1，500) 

第 31図 向上。 (FT，PV法， )( 1，500) 

第32~35 図 特殊な回定法による細胞質の破壊状態 (33~34)o 32は対照。 FT，PV法， )( 1，500) 

第 36・37図 対照i乙多くみられる索状の核 (37)。凍結処;殴によって余りみられなくなる (36)0 FT， N法，

>(2，250) 

第 38・39菌 根殴処l還を 5分i乙短縮した際の核の状態，対照 (38)の核:立不鮮明でゐるのにかかわらず，

処理したものでは (39)割合鮮明3な核が得られる。 (F'T，N法， X 1，500) 

第 40・41図 48時間エーテル処理した場合;乙みられる細胞の状態，対照(40)に比較して処理したもの(41)

では著しく膨i沼し，細胞墜と細胞質:ま剥離をおこしている。 (FT，N法， X 1，500) 

第 42・43図 ニンヒドリン染色法による菌の染色度合。対照 (42)は割合i己染色されているが，全く同じ

条件での処理菌:立 (43)殆ど染色されていない。 (FT，X 1，500) 

第44図 水浴性分間U0風乾して得Tこペーパークロマトグラフ o 原点とその上万にスポゾトを見る。
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