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凍結融解又は凍結乾燥酵母菌体の電子顕微鏡的観察殺

根井外喜男

坂上康雄

坂牛栄治

佐藤正一

(!g;滋科学研究所医学部門)
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1. 緒

酵母を低い温度でいろいろ処珂した報告はかなり前から多数発表され1ベ形態的に観察

した報告も少なくはなし、い3。われわれはいろいろな凍結処胞を加えたものについて電子顕微鏡

を府いて吟味を行った。特に今回は酵母を凍結させてから融jgij~ ， 乾燥または乾燥後復水したも

のについての細胞の形態変化，就中細胞内構造の変化を知ろうとして実験した。

II. 実験方法

1. 使用材料

Sacchαror.wyces cerevisiae (5. 214)を麦芽汁寒天に 300C，72時間培養してから石宮製の

器に薗塊を移し載せ，更に器の下部を蒸溜水で浸して 300C，24 r時間放置した。 こうして得ら

れた閣を蒸溜水で 1由洗糠し実験材料として使用した。

なお，乙のような gypsumslantに移して発芽する状態にしたものの超薄切片像では，[!Bi 

体の微細構造が比較的明瞭であるが， gypsum slant iこ移さないものでは内部構造が明らかで

はなかった。

2. 凍結による変化を知るための実験方法

a. 凍結のさせ方

的濃度10mgjccの蒸溜水浮遊液1.0ccをいろいろな冷却速度で凍結させた。即ち，

1) 比較的高い温度で凍結させる場合。 _50Cの恒雄槽内に材料を 60分おくと充分な過

冷却の状態になるので， 微細な氷片で績氷して凍結させ， ついで_lQOCに60分， -30oCに

60分おいた。

2) -30oCの低調室lこ材料を放置して自然に過冷却を破らせて凍結させる場合。

3) -190oC (液体窒素)に材料を浸して，かなり早い冷却速度で凍結させる場合。

b. 融j~f，
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以上の 3通りの方法で凍結させたものを 37
0
Cの温湯槽に浸して融解させた。

c. 凍結乾燥

上記3様の方法で凍結させた材料を直ちに凍結乾燥機にとりつけ， 10-2 mmHgの真空度，

-1900Cのコーノレドトラップを用いて乾燥した。

d. 凍結乾燥後の復水

凍結乾燥した材料を1.0ccの蒸溜水で後水させ 10分間放置した。

3. 電子顕微鏡標本作製法

以上の諸穫の条件で作った材料を電子顕微鏡で観察するために通常の乾燥標本と超薄切片

襟本とを作った。

a. 通常の乾燥標本作製法

各種処王宮を行った菌液をブオノレムパ{ノレメッ νュに載せて室温乾燥し， クロームでVャド

ワを行った。

b. 超持切片標本作製法

諸種の凍結の実験によるi岩の浮遊液を遠心操作してEIi体を築め，一般に行われている超薄

切片の作製要領5)即ち，固定→水洗→脱水一歩包11Jl→切削を行った。

限定液には， 庶糖を 8%の割合 lこ加えた 1%オスミヲム酸の燐酸緩衝液 (pH7.4)を用

いり¥OOCで4時間出定した。

脱水{こは 70→96→ 100%アノレコールと階段的にそれぞれ1H寺間ずつ菌を浮遊させ，包llJl.

lこは 100%アノレゴーノレ+プラスティックモノマ{→100%プラスティックモノマ{と各1時間!

ずつ菌を置きかえて，最後にカプセノレに封入して 45
0
Cで重合させた。

なお，凍結乾燥した菌は， オスミヲム酸蒸気で 60分密間国定してから直接プラスティッ

クモノマ{で封入し， 4時間静置後重合させた。

このようにして得られた諸材料を熱膨脹式ミクロトームで切削し，メッνュ{ζ11返せて観察

した。

4. 観察方法

仁i本電子光学製V-L型を用い，主として 80KV，直接 4，900倍で観察し撮影した。

I 一般乾燥様本による観察結果

(1) 無処理正常菌体

III. 実験成績

菌液をメッνュに載せてそのまま室温乾燥したものでは，形態はほぼ整って栴円形であり，

一般に電子密度の大きいものが多いが，透過性のよいものも僅かに認められた。これは培養の

古いもので多く現われるので ghostと考えられるめ また，これら細胞内には 1~ 数個の大き

な，或いは多数の小さな電子不透過性で輪廓のはっきりとした部分がしばしば認められた。こ

の中で大きいものは核に相当し，小さいものは頼粒かミトコシドリヤなどに相当するものと思
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われるめ(図版1-1，2)。

(2) 東結融Mt主i付ょ

乙のj易合は対照のものに較べて ghostとみられる透過性のよい菌がやや多く，細胞の倣i婆

像も僅かであるが現われ，とりわけ破裂口のようなものがよくみえる。またj連休の中央を縦走

する不透過性のものによってしわ様に変形の形態を示すものがかなり多く認められることが異

なってみられた(図版1-3)0 なお，更に細胞内にみえる大小の多数の電子密度の大きい部分は

終処理疋常のものと異なって 1愉廊が不明瞭であった(間版1-4)。

以上の所見は，凍結速度の大小に拘らずほぼ同様で，はっきりした差は認めにくかった。

しかし，比較的高い温度で凍結させたものは，細胞内の大小の電子密度の大きい部分は，まれ

に対照、lこ近く輪廓はやや明瞭であった(図版 1-5)。

(3) 凍結乾燥後，復水した場合

凍結融解したものと同様に無処置のものに絞べて ghostとみられる電子密度の小さな的が

やや多く，細胞の破壊除もかなり認められた(関版1-6)0 また細胞内の多数の大小の電子街度

の大きい部分も同じように輪廓が不明瞭であった。しかし凍結融鮮のものでみられた繭体にし

わ様に変形したものは認められず，一般lこ形態のほほ怒った楕ドj形のものが多かったことがこ

の条件によるものの特色であった(図版II-7)。

以上のような所見は，凍結時の条件，就中冷却速度に拘らないで共通にみられ，それぞれ

の条件による特別な差呉は認めにくかった。ただ，比較的高い温度で凍結したものでは，凍結

速度の早いものにくらべて電子毎度の小さな所謂 ghostと彼壊保が少ない点がやや異なるよう

であった。

II 超薄片標本による観察結果

(1) 無処斑対照

一般に形態のほぼ終った楕円形を示すが， しばしば不整形のものもみられた。細胞は原形

質に相当ずるものと，その周囲を包んでいる細胞膜とに大きくわけられるが，同一視野でも電

子密度の高く構造のあまりはっきりしないものもあれば， [，述体がやや大きく微細構造のかなり

明瞭なものもあった。 なお，原形質は一般にコムパクトであるが，中には楳本作製時の arte但

factによると忠われるi殴裂，空路もしばしば認められた。

微細構造のよくみえるものでは隔膜によって周囲と明らかに区別することの出来る大小の

円形とか惰円形のものが認められたが，そのうち大きいものは細胞に 1~ 数個位しかみられな

いが，小さいものは多数みられた。前者は核にまた後者は頼粒やミトゴジドリヤなどに相当す

るものであろうと想像された10)(図版II-8，9)。

(2) 凍結融解した場合

先手;処理の正常菌体でも超薄切片傑では形態の不整形のものがしばしば認められるので， ζ

れとはっきり区別ができるほどの凍結融解に特有な形態的の変化をみつけることは困難であっ

た。しかし細胞原形質の構成で被裂，空隙などが比較的多く現われ，その程度もやや著しいよ
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うにみえた(図版II-IO，11， 12)。

いろいろと凍結速度を変えても形態的な差はあまり得られなかったが，液体窒素で凍結し

たもので，図版II-12でみられるような頼柱様物質を包んでいる被膜が破れたものがみられた。

(3) 凍結乾燥した場合

対照&ltいは凍結融解のものに較べて細胞の著しい萎縮又は破壊像が多かったが，核や頼粒

様物質についてははっきりわからなかった(図版III-13)。なお，細胞膜はほぼ形態が整ってい

るが，原形質ゐのかなり萎縮していることもあった(図版III-14)。

いろいろな凍結速度のものを観察しでも，それぞれの差異は余りはっきりしなかった。

(4) 凍結乾燥後，復水した場合

菌j夜を凍結乾燥したままのものでは，前述のように細胞の著しい萎縮とか破壊がみられた

が， ζれを更に復水すると，かなり形態の整った対照、と同じ像を示すものが多かった。しかし

中には， 国版III-15でみられるような細胞原形質内に地図様lこむらのある電子密度の小さな

部分の現われる ζ とがあること， ス， 図版III-16でみられるような細胞原形質が intactなま

ま特異な細胞膜剥離をおこしているものがあることなどで，このような阪は，対照は勿論他の

条件のものでは認められなかったので，このi民合の特徴かもしれない。また，細胞実質内にあ

る頼粒様物質で， それを捷っている被膜との聞に空隙のできているのが屡々みられた(図版

III-17)。

しかし ζのようなものは凍結融鮮の際にも稀にみられることがあった。

なお，凍結速度の差によって，余りはっきりした形態上の差はできなかった。

IV.総括ならびに考察

われわれは酵母簡液を種々の条件で凍結させた場合におこる語体の形態的変化(とくに細

胞内構造の変化)を知るために，電子顕微鏡を用いて， 酵母菌液をいろいろな凍結速度で凍結

させてから融解，乾燥または乾燥後復水したものについて観察したむ

これには通常行われている細留の電子顕微鏡的観察の方法，即ち， r埴液をそのまま室温乾

燥させてみるものと，菌を毘定してから超簿切片を作ってみるものとの両者によって観察を行

った。この場合，前者の方法では殆んどが電子密度の1緩めて大きい部としてみられて的体内構

造があまりはっきりせず，後者の方法では歯体内構造は認められるが標本作製時の artefactが

大きいので観察に当つては充分な注意が必要と思われた。

しかし，それでも凍結処浬を加えない対照のものと較べて，これらの処沼をしたものでは

明らかに差異があるように忠われた。これらの観察結果を一括して第 1表lこ示したが， これで

わかるように酵母i請は凍結処濯によって形態的に変化がみられ，とくに細胞内にもいろいろな

変化がみられた。しかし細胞内に直接氷品を証明しない限り，このような変化から直ちに細胞

内凍結があったとは云いきれない。
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第 1表
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また凍結速度をいろいろと変えてみても質的に余りはっきりした差異をみとめることは出

来なかった。さきに根宍二3)は光学顕微鏡で宜接酵母の凍結状態を観察し，比較的高い温度で緩

慢に冷却した場合は細胞外凍結がお ζ るのに反し，低温での急速凍結では細胞内凍結が多く認

められると報告したが，今回の電子顕微鏡的観察ではそのようなはっきりした差異はみとめら

れなかった。

酵母は凍結融j呼又は凍結乾燥によって機能的に障碍されることは従来も知られていると ζ

ろであるがヘ我々の実験で形態的にもかなり障碍をうけることが明らかとなったわけであるd

しかしこれらの形態的変化を機能的変化と直接結びつけて種々の説明を下すためにはまだまだ

所見が不充分である。更に今後の技術的な発展にまたなければならぬ。

論

酵母菌体の凍結融解又は凍結乾燥による形態的変化を知るために， i誼液を種々の冷却速度

で凍結させてから融j払乾燥または乾燥後復水したものについて通常の標本及び超薄切片標本

結V. 
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を作り電子顕微鏡的!こ観察した。

この結果，いずれの標本においても菌体内構造の変化或いは破壊像などがみられたが， し

かし冷却速度による著明な差はみとめ難かった。

電子顕微鏡保影に種々の便宜を計っていただいた北大結核研究所高橋昭一郎氏に深く感謝

の意を表します。
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Resume 

Freeze-thawed or fr・eeze-driedyeast cells were electronmicroscopically examined by 

the use of ordinary air-dried and ultra-thin-sectioned specimens. Destruction of cel1ular 

structures was often observed in most cases， but no significant differ引 lcedue to rapid or 

slow rate of cooling was recognized. 
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細胞膜内に電子密度の強い頗粒がみられるが l例の観察だけなので artefact

かも知れない。

図版]1-12 凍結語h解(-190'0凍結)。

ミー 煩粒様物質を夜っている

被膜が破裂している像。

図版J1I-13 凍結乾燥 (-3000凍結)。

図版直一14 凍結乾燥(ー190
0
0凍結)。

図版J1I-15 凍結乾燥後.復水(ーヂC凍結)。

原形質内にみられる，むらのある像は他の条件でみられる原形質の戦裂像と異

る様相を示す。

図版 JIIー16 凍結乾燥後，復水(ーゲC凍結)。

l刻仮J1I-17 凍結乾燥後，復水 (-3000凍結)。

販紋様物質で被艇の

内側に空隙がある。
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根井・坂牛・坂上・佐藤 図版 I



根井・坂牛・坂上・佐藤 図版 II
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根子l二・坂正|ニ・坂上・住 図版 III
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