
Title 微生物についての凍結乾燥と液状乾燥の比較保存実験（続報）

Author(s) 桜田, 弘一; SAKURADA, Koichi

Citation 低温科學. 生物篇, 17, 79-84

Issue Date 1959-10-24

Doc URL https://hdl.handle.net/2115/17625

Type departmental bulletin paper

File Information 17_p79-84.pdf

Hokkaido University Collection of Scholarly and Academic Papers : HUSCAP



Kδichi SAKURADA 1959 Studies on Comparison of Freeze-Drying and Liquid幽Dryingof 

Micro-organisms. (Continued) Low Temperattl1'e Scienc(3， Ser. B， 1'1. (With English resum岳
p.84) 

微生物についての凍結乾燥と液状乾燥の比較後

保存笑験(続報)

桜田弘

(低温科学研究所 医学部門)

t昭ffJ34 1f-7月受隠〉

I.緒言

著者はさきに微生物についての凍結乾燥と液状乾燥の比較を行うために Escherichia

coliとSaccharomycescerevisiaeの蒸溜水浮遊菌液を用いて実験を行ってその結果を報告し

た九即ち，乾燥直後にしらべたのでは凍結乾燥でも液状乾燥でもともに乾燥試料の含水不と

生残率の問に比例的関係が認められ，合水率が小さくなるほど生残率も低かった。また含水平

lこ対する生残率の比率(生残率/含水率)は液状乾燥に於いては値が小さく， しかも乾燥の程度

に拘らずほ Y一定しているのに反し，凍結乾燥ではそれより値が大きく，立つ乾燥度が進むほ

ど(合水率が小くなるほど)値が増すという傾向を示した。

ところで，微生物を乾燥する主な目的は長期保存にあるから，実際に乾燥試料を保存した

場合にも， その含水率や乾燥方法の相違(液状乾燥によるか凍結乾燥によるか)が試料中の生

残菌数にどのように影響するかを検討しておく必要がある。そ ζで次のような保存実験を試み

7こ。

II. 実験材料

E. coliの蒸溜水浮遊液を液状乾燥又は凍結乾燥したものを用いた。 調製方法や装置はす

べて前報のものに同じであるから詳細は前報に諮る。

III.保存方法

1. 保存温度: 比較的短時口のうちに生残菌数の低下を観察するために特に高温をえら

び， +250C及び十270Cにそれぞれ遮光保存した。

2. 保存真空度: 保存にはアムプノレを用い密封保存をしたが， 封入気体として乾燥::~~気

を用い保存気圧を常圧(乾燥2空気充満)と真空 (5mmHg)の二通りにした。

常圧にするには，乾燥終了後lこ試料の入ったアムプノレを前報第3闘に示した装置にとり付

器北海道大学低温科学研究所業績第515号.

低温科学生物篇第17縮昭和34年



80 桜田弘一

け，塩化カノレνワムの入ったデνケーターを通じて乾燥空気を徐々に充たし，アムフツレをとり

付けたまま，真空熔封と開様の技術で熔封した。

内涯を 5mmHgにするには， はじめから 5mmHgの真空度で乾燥したものは勿論その

ままであるが， そうでないものは閉じ装買にとり付けて常庄に一旦戻すことなく 5mmHgの

真空度を得るようにした。

IV. 実験成績

実験1. まず最初lこ，試料lこ力fJえられた乾燥の程度の差が保存後の生残菌数にどのように影

響するかを知るために，液状乾燥について乾燥気圧 19mmHg及び5mmHgの夫々第一次乾

燥終了時(第ニ次乾燥開始時)，第二次乾燥30分後， 第二次乾燥2時間後のものの計6穏を何

れもアムプノレ内圧は常圧で十25
0
C1こ3訂間保存してみた。

その結果は第 1開に見られるように 19mmHgの場合も 5mmHgの場合も保存後の生残

荷数は乾燥程度の進んだものほど著しく低下した。
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第 1図 乾燥の程j廷と保子後の生残率{?古圧 +25DC保夜)

(A) 19mmHgで乾燥した場合 (B) 5mmHgで乾燥した場合
括弧内は含水E容を示す。

ζのことは含水本の少ないものほど保存による生残菌の減少の著しいことを意味し，従来

一般に考えられていたような保存にはできるだけ水分を少なくした方がよいという常識に反す

るが，保存期間があまりに短かいので更に長時間の観察を試みた。

実験2. ここでは液状乾燥は乾燥気圧5mmHgの場合だけとし，第一次乾燥終了時， 第二

次乾燥30分後， 第二次乾燥2時間後の 3種， 凍結乾燥では第二次乾燥2時間後のものを保存

満度を+270Cとして真空及び常圧保存した。
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すものであるが， どの乾燥度のものでも

真空保存した場4合の生残菌数は常圧保存

のそれを上担っている。 この点、では従来

の通念のとおりであるが， 乾燥度の進ん

だものほど保存後の生残酷数が低いとい

う点、では真空保存， 常)壬保存の何れの場

合も実験1.にみられたと同様な結果であ
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った。

次に同一保存条件で，液状乾燥した

ものとみ友結乾燥したものの保存性を比較

するために， それぞれを冥空保存した場

合について生残菌数の変化をみると， i.m 
{日結乾燥試料の生残菌数の方が少ない。

し，凍結乾燥試料は合水準が小さいから，この結果からだけでは，乾燥方法の差によるものか，

水分量の差によるものかは判らない。 そこで別に更に長賂問の保存を試み， 4カ月間の成総を

みたところ，第1表のように，各条件とも生残菌数はかなり減少しているが，乾燥度との関係

は閉じような鰭向で，合水率の小さいものほど生残菌数は少ないという結果であった。

凍結乾燥と液状乾燥の比較並びに含水系の差ーによる検討を行うために更に長期間の

保存実験を試みた。凍結乾燥では第一次乾燥終了時，第二次乾燥1時間30分， 2時間 30分，

4時間後の 4種，液状乾燥では第一次乾燥終了時，第二次乾燥30分， 2時間後の 3種のものを，

何れも同一冥空度5mmHgで熔封し， +270Cに7カ月保存してそれらの保存過程での生殊jisj

数の低下を迫究した。なお対照として乾燥操作を加えるまえの蒸溜水浮遊璃液を常庄のまま熔

封して同時に保存した。

その結果は第3図lこ示した通りである。個々の例ではかなりの変動があって厳密な差は論

じ難いが，全般としては前実験と同様の傾向を示している。即ち，どの条件のものも時口の経

過と共lこ生残菌数は漸次減少するが7カ月後でもなお相当の菌数の生残するものが多い。合7](

液状乾燥ならびに凍紡乾燥の保

得 4カ月後の生主主蔚欽

凍結乾燥 2時間

微生物についての凍結乾燥と液状乾燥の比較
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第2図 液状乾燥ならびに凍結乾燥における乾燥
の程度と保存後の生残菌数 (+270C保存)
括弧内は合水率を示す。
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号、fとの関係では，本実験においてもや

はり合水彩の小さなものほど生残菌数

の少なくなる傾向がみとめられた。ま

た凍結乾燥菌が液状乾燥I請に比較して

生残箇の少ないのは合水率の差だけに

よるものかどうかこれだけの例数では

明らかでないが 7カ月間の成績で，

合水率9%の凍結乾燥菌が6%及び4

%の液状乾燥鵠より多く， 1.3%以下

の凍結乾燥的が最下位にある点などか

らみれば，ほほ含7J¥)fi(こ平行している

ようにもみえる。本実験で特に注目す

べきは，対見{の)1正処底的液が液状のま

ま +270Cで保存されても，乾燥菌に

上[;i!成してより多く生干oIiしているという

事実である。

V. 考 察

桜田弘
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微生物の乾燥保存に関しては多く

の研究が行われている。報々の保存条

件，特に保有:温度，封人気体などにつ

いていろいろと検べられており，また乾燥試料作製の際のメジクムの種類や試料の含水本など

が保存後の生残菌数を左右する要因として論議されてきた。保存温度については，多くの研究

があり，その結果はすべて保存温度の高いほど生残菌数の低下が著しい ζ とを示している。

保存試料の含水度lこ関しては Rogersの報告2)以来， 合水不の小さいものほど保存後の

生残来が大きく，従って乾燥保存にあっては出来るだけ水分を除く必要があるものとされてい

た。 しかし Fry及び Greavesの実験3)では乾燥I時間がより長く，つまりより完全に乾燥した

ものは乾燥直後ばかりでなく，数カ月の保存でも低い生残率を示している。 Obayashiの研究的

でも，ある程度以上乾燥された BCGワクチシは保存性がかえって忠くなっている。

第3図 液状乾燥ならびに凍結乾燥に於ける乾燥の恕
J!tと保存後の生残菌数の関係

(5 mm Hg， +2rc保帝)

著者は凍結乾燥と液状乾燥の比較を窮板の白的として実験を行ったので，保存実験の結果

を知るためには多少特殊な条件ではあるが，短期間内で観察を終えるよう保存温度を比較的雨

漏(+ 250C，十270C)に保ち， 前報でも述べたような理由の外lこ閑体自身の含水不を直接且つ

正般に測定できるように敢えて蒸溜水浮遊菌液を用い，乾燥したものである。またアムプノレ内

の封入気体も特殊なものを用いず， 除湿した空気を充填した常庄の場合と真空 (5mmHg)の

場合とについて比較検討した。
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その結果，合7J，，){，Cの低いものほど生残菌数が低下するという事実が，真空保存でも常圧保

存でも， また凍結乾燥でも液状乾燥でも 7カ月までのいろいろの時期において常に認められ

た。このことは合水率の小さいほど保存性が良いという従来の一般的な通念に反している。し

かし前述のように Fry及び Greavesや Obayashiらは過度の乾燥は保存性を害うと云う結果

を挙げており， 特に Fryらはメジウム中にグノレコースを含むとき乾燥によるi菊の死滅が少な

いのは，グノレゴ{スが試料の乾燥をある程度おさえるからであると想定している。と ζ ろで，

ヌj~実験でHH、た試料は蒸潟水浮遊i岩波であり，その合水不はi箱体だけの合水率を示すものなの

で，いろいろなメジヲムを用いた従来の諸報告のそれとは直接に比較することはできない。そ

れにしても合水率が多いほど保存性がよいという事実に;ð~ き，合|有次保存期間を延長して

験をくりかえしたが， 7カ月までの期間内ではその何れにおいても同様の結果を認めた。 特に

意外であったのは十270Cの誌度での保存で， 無処即の対照である浮遊麗液そのものが他の乾

燥菌体のいずれよりも保存性がよいという事実である。 ζの事実が真であれば，従来の乾燥保

存の;意義が全く失われる ζ とになるが，それを何と説明してよいのか，これだけの実験ではそ

の:QlI巾を解釈することはできない。今後吏に長期間]の保存についての検討が必要であろうと忠

つo

次に， 保存時のアムプノレ内圧又は封人気体に関しては Rogers，Naylor及び Smith5)等の

研究があり，何れも真空保存が最もよく，空気乃至隈索中での保存は生残薗の減少を招くこと

を報告している。-著者の実験においては空気充出常庄保存と真史保存 (5mmHg)を行っただ

けであるが，従来の報告と同様後者の↑優秀なことを認めた。

最後に，凍結乾燥と液状乾燥の比較では，両者の間で試料の乾燥の程度が相当にちがい，

間一合水量のものを揃えることは燥しいので， 多少合水量のちがうもの 2，3について比較す

るに溜まったが， +270C， 7カ月間の真空保存の結果では， 結局含水本が小さいほど生残菌数

が少なくなると云う傾向がみられただけで乾燥方法の相異による影響はあるのか否か確認する

ことができなかった。

保存実験の上から凍結乾燥と液状乾燥の比較を行うには，極々の保存条件の下で史に長期

の観察を続け， しかも，でき得れば間一合水量:の試料を符、て比較検討することが必要であFらう

と思う。

VI.結論

微生物についての凍結乾燥と液状乾燥の比較を保存試験の上から検討した。

E. coliの蒸溜水浮遊r:Bi液を用いて， 種々の乾燥条件と保存条件のもとで観察した結果，

+ 270C， 7カ月までの保存の成績では， すべて試料の合水不の小さいものほど生残菌数の減少

する ζ とを認めた。しかし凍結乾燥と液状乾燥との簡には本質的な差異があるのかどうかは明

らかでなかった。

筆を撒くにあたって，御指導と御校聞を賜わった根井教授，ならびに穂々の御教示を下さ
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った林助教授に心からの感謝を俸げます。
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Resume 

For comparison of freeze回dryingand liquid-drying， aqueous suspensions of Escheri-

chia coli were desiccated from the frozen state or from the liquid state and preserved 

at 250 or 270C for seven months. Under such experimental conditions， it was noted in 

all instances that the less th巴 watercontent of dried material was， the more the viable 

cells decreased in number during preservation. Essential di紅白官lcebetween freeze同drying

and liquid-drying could not be detected in preserved materials. 


