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Tadashi ARAKI and Tokio NEI 1962 The Mechanism of Freezing in Micro-organisms. 1 

Factors a妊ectingthe Survival of Yeast Cells Subjected to Subzero Temperatures. Low TCIIlPer-

ature Saencc， Ser. B， .20. (With resllme p. 67) 

徴生物の凍結の機構 F

低iLi処J;lE酵母の生存について

荒木 ，~コ
パ:辺、 桜井外喜男

(低温科学研究所医学部門)

(昭和37年8月受理)

1. 緒言

地物や動物細胞に対する凍結の241欝についてはその機序がかなり明らかになりつつある。

一方，微生物についての低組処理の実験報f!?り 5)も決して数少なくないが，機序については殆

んどわかっていない。 ζれは細胞が微小なため形態的な観察が悶郊であることが大きなJIJl由に

なっていると忠われる。

著者の 1人，根']f:6) めは微生物材料の 1っとして，内事悶で既lこ形態的機能的な見地から細

胞凍結の機構lζ関する研究を行なってきたが，今回は特lこ，凍結過程に於ける凍結の条件を一

層厳密に取扱う乙とによって，細胞の生死lこ及ぼす低温の影響を明らかにしようと試みた。こ

のような研究目的の実験材料として，これまで殆んど酵母細胞を主として用いてきた ζ とには

次のような理由がある。

第 1?こ，酵母は微生物のうちでも比絞的形態が大きく， しかも細胞内椅造がはっきりして

いること，第 2(こ，々げをによって容易lこしかも大量に材料をfEるζとができ，且つ定量的lこ生

死の判定を行なうことができること， ~r:; 3 ~乙細胞の形態的機能的な諸性状が良く検討されて

いる乙と等である。これらの点については Mazur9)も同じ理由を述べている。

II. 実験材料及び方法

1) 使用材料

Sacchar01nycωcerr:vuiae (S 214株)を支ー汁寒天上ff地に 290C、48[時間培養したものを滅的

ぷ出水で 3JIil述心抗政し， jU|災民 1mg/ml iJ;~度の蒸溜水浮i!ii i皮(以下 11制夜j という。)として

尖験に}甘いすこ。

2) 凍結処理方法

上記の|利液を 0.3mlずつ小試験管 (7mm)に入れ，各種の冷却]速度で極々の温度まで冷却

し，所定の凍結を終了した後はすべて +200C の温浴槽 lこ移し、 1辰盟しながら急迷 lこ i脅~Ô'詳したっ
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乙の場合，従米のようにかなり高い温度からいきなり冷却したのでは，)e{令l;IJ，u)(政れる}，l，、i、

が一定せず，従って凍結過程の冷却速度を厳常lこ制殺する ζとは困難なので，なるべく山iい泌

度で植氷して凍結を起させてから，直線的lこ一定の冷却速度で冷却することにした。それには

試料を入れた試験管はすべて OUCの氷水rllにおき，これを撹1'1'-器つきの魔法瓶中のアルコーノレ

( -l.Oo~-lSC)に移し，試料がその温度まで冷えたことを確かめて， -}め -150Cまで冷して

おいたニクロ{ム線の先端を試料にふれると植氷されて直ちに凍結が始まり， iMl支は氷点(ほ

ほOOCiこ近い)まで上る。 jもそ 15分位この温度を保持した後，低下し始めるので，その時期か

らそれぞれめ速度で冷却を開始する。 0.050Cjminから 600Cjminまでの聞の冷却速度のものは

魔法Jf'li:中のアJレコ円jレに加えるドライ・アイスの量を加減することによって得られるが，それ

より大きい 1000~10000Cjmin の速度のものでは試験管を直後一790C のドライ・アイスーア

lレコ~)レ中に又は液体宝索中 lζ没して急速冷却させた。なおこれらの冷却迷度或いは到達温度

を測定するために， 直径0.1mmの銅・コンスタンタンで作った熱電対を的液中lこ挿入してお

き，電位差計式温度記録計lこ自記させた。

3) 生存菌数測定

i岩波を適当な濃度まで希釈し， その一定量をとって平板培養し 481則前後lこ認められる集

jaj数を数え，1m処恕対照の生出l数との比率を以って生存率として表わした。乙の方法による測

定誤差は土5%であった。

III. 実験成績

1) 過冷却の影響

|治液(0.3ml)を結氷せず静かに冷却してゆくと， -lOoC位まで泊冷却し，かなり長時間凍

結は起らない。このようなものは温度を上げて生

j!ßj数を踊べても，第 1 表 lこ見られるように 1!!~処班

のものと全く変りない。 即ち -130C位までは，

凍結が起らない限り細胞は全然障害を受けない。

この事は既lこ先人2)10)11)によって報告されている

通りである。
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第 1図 ー1.00~ ー I .5"C で樹氷した場合の凍結温度曲線

↓; 生?字E奇数を調べた筒所を示す

98~103 

95~100 



微生物の凍結の機構 I 

2) 氷点的近に於ける凍結の影響

実験方法の項で述べたように，冷却速度を統

ーするため， f岩波は-1.00--1SCで植氷し，

その温度で充分に氷を成長させた。 ζの時の温度

曲線は第 1閣に示す通りである。

ζの過程lこ於ける障害は第2表lこ示すよう

に，組度1111*泉の上で氷点を保持している間，生i半l

数の減少は見られないが，下降が始まると僅かに

減少するようにも見える。
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山市 A了!うヂ;び
98 96 86 

2 105 94 94 

3 96 105 88 

4 107 90 93 

f ノ 90 95 90 

6 95 97 96 

蒋第 l図上の A，B，Cを:i.Kす

この点を第2図lζ示す 3fillの楓度山線で -50Cまで下げて，その影響を鵡べてみると，

-5
0

C 附近では生附数が1!!~処聞に比べて 10% 以上の減少が明らかである(第 3 表)。
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第3表 -50Cまでの冷却条件と生脊率の関係
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本実験では， I基i液として蒸溜水を用いている

ので，氷点は殆んど OoC(こ近く， -1.00_ -1.50C 

で結氷すると，細胞周囲の水の凍結が起り，その

聞では殆んど細胞に障害を与えないと思われる。ー

しかし，細胞の増殖能に影響はなくともJ細胞水

分lこ何んらかの変化があるかもしれないので，第

処理方法 l 氷
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処理方法 a，d， c は第2区l上の冷却条件をさす 3閣に示すように-1.00_ ーlSCでの植氷直後

のものと， 植氷 15分後のものとの凍結状態を比較するため， それぞれ第2次急速冷却してみ

た(第3図の B，CllJJ線)。 足にこの氷点間近でのi岩波中の氷品の生成速度の影響を値氷せず直

路急速冷却したものと納氷して 15分後策 2;欠急迷冷却したものとで制べてみた(第3図の

A， C lllJ線)。

根)1:的は急速凍結ほどお11)]包内凍結を起し易く，生存率も低いことを報告している O 従って

若し細胞水分が多いほど，細胞内凍結を起す頻度がifHく，細胞内凍結によって死滅するとすれ

ば，細胞が全然)J5~水されていないなら，第 2 次急速冷却で細胞内凍結が起り易く生成i数の減少

が見られるであろうし，かなり l脱水されているなら，細!抱内凍結が起り ~qf く，生伝、i数は前者ほ

ど減少しない筈である O

その結果は第4表のように三者の聞にそ:んど差異は認められず，この程度の第 1次凍結で
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第3図 -400C，一790C，-1960C!乙急速冷却した
場合の凍結温度曲線

A， TI直接急速冷却した場合。 B，植氷醤後急速冷却した

場合。 C，植氷 15分後急速冷却した場合。

は第2;欠急速冷却での影響が現われるほどの凍結

状態の差はないと思われる。またこの鈎聞の氷ii誌

の生成速度の違いによって細胞に与える障害の差

はないと思われる。

第4表 各種冷却条件による生存率の比較

i 生 干字 率(~ら)最終到 I ，，- ~~一一一一一
遥温度|綴氷せず|植氷直後陣氷 15分後

|急速冷却 i急速冷却|急速冷却

- 400C! 15~35 I 25~35 I 25~35 

- 790C I 5~10 I 7~ 9 I 5~10 
3) 各種冷却速度による凍結の影響 -1960C I <5 2~ 5 I 2~ 日

0.050， 0.10， 0.50， 10， 50， 100， 20Q， 40
0
， 60
0
， 

'1000， 10000C/min等の速度で冷却して氷点から -75
0
Cまでの間の各温度に到達した直後，

+200Cの温浴槽に移して急速に融j詳した。 いずれの冷却速度でも到達温度が低くなるにつれ

て生的数は減少するが -400C附近からは殆んど減少が見られない。 第4図lζ4種の冷却速度

の場合を示す。

これらの冷却;速度の ~frß聞では，冷却速度目。C/min の場合が -400C 以上の各凍結沿度での

生存率が大きく，それよりも速度が大きくても，逆に小さくても生存率は低下する傾向がみら

れる(第5悶)。

1000， 10000CJminのような大きな冷却j速度のJJ;}合は，述仁11の測定に技術的な難点があるの

で問題が残されている。例えば，急速冷却jの過程では試料中の部位によって制度分布に差注の

あることは当然考えられるので，その場合の生存率と潟度との関係などに関しては更に検討を

要するものと思われる。 また 10
0CJminの冷却速度でも，ある泌度に達した直後直ちに融解し

ているのであるから，思して試料全体の温度が平衡状態に達していたかどうかは疑わしい。

4) 各温度での凍結時間の影響

以上の実験は，各組度に到達直後融jgltしたものであるから，各様冷却速度では名制度に到
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第4図 各種冷却迷J!tによる凍結温度と生寄率との関係
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， iffilJ!t -'rL衡に達しているかどうか疑わしい部分を示す。

述するまでの/1寺開が迩う O よってそれぞれのH寺聞の差だけ，その制度に霞いて，最終凍結時間

を全て同ーにする実験を試みた。 その結果ーゲCから -4OOCまでの温度純聞では一定温度lζ

或る時間置くことによって明らかに生存率の減少が見られる。例えば第6図のように冷却速度

lQ
o
C/minのものを冷却速度 O.soC/minの場合と同じ/1占問だけその制度におけば， O.soC/minの
速度のものと同じ生存率を示すようになる。 また第 7~1 のように冷却速度 O，5QC/min のも ω
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第6図 冷却速度は兵るが凍結している時間を等しくした場合の生幸子率

↓，各温度{C到達後更にその混度K定められた時間

おいたときの生得率の減少を示す。
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第7図 冷却速度は奥るが凍結している時間を等しくした場合の生幸子率

し各湿Jlit1C到達後更にその温度K定められた時間

おいたときの生寄率の減少を示す。

を冷却速度 O.05
0

Cjminの場合と同じ時間だけその漏度lζ置け(;l'， 速度O.050Cjminのものと大

体同じ生存率を示すようになる。
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ζの点を検討するため 2種の冷却速度で各甑度lζ到達直後，その温度lこ置いて』互に1fI寺

閉経過する簡の生存率の変化を掘べてみた。又 OSC/minの冷却速度の場合のみ吏lこ長時間の

経過を調べてみた。その結果は第8図lζ示すように冷却速度lOOC/minの場合は5分乃至10分

位までの比絞的短時間のうちに急激に減少し， その減少の度合は最終凍結温度 -100~-200C

あたりで最も著しかった。しかし，冷却速度 0.50C/minのJ見合には時間とともに僅かに減少す

る傾向がみられたに過ぎない。
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第8図 各凍結温度での生仔率の時間的推移

A，冷却速度 100C/minで各温度まで冷却してからの時間的経過
B，冷却速度OSC/minで各温度まで冷却してからの時間的経過

hr 

このように冷却速度目。C/minの場合， 或る温度におく ζ とによって極めて短時間内te生

前数の急激な減少が見られることから，試料がその満度lこ達した瞬間には， i品皮或いは氷品の

量が試料金体としてまだ充分lζ平衡状態lこまで達していないことが;也保される。一方，冷却速

度 OSC/min の J~介は凍結状態が殆んど冬ýl~l度で平街状態に達していると忠われる。従って，

この渇手干の生存率のゆるやかな減少はう脱水による濃縮等によって 2次的lこ75されるためと考

えられる。また冷却速度 iOOC/minの場合も生存主主が急激な初期の減少以後， 徐々に減少する

ことはこれと同じ旭自によるものであろう Q

5) 各凍結温度からの急速冷却による影響

前述のように熱電対で測定された試料の一部位の漏度では，所定の温度まで達したように

見えても，冷却速度がかなり大きい場合lこは，試料金体がその温度に達してない場合もあろう

し，又個々の制1Il]包の状態、を f考えれば，ある温度 lこ達した瞬間では，その il品度で ìJ1~ るべき水分が

完全に凍結して平衡状態に述するまでになっていないかもしれない。このJえを検討するため各
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第 9図 冷却速度 100C/min及び 0.50C/minで各温度lζ到達直後 -1960C
まで急速冷却した場合の凍結温度と生存率との関係

↓，急速冷却による生存率の減少を示す。

1M皮から -1960C(液体窒素)までの急速冷却を試みた。

冷却速度 100Cjmin，0.5
0
C/minで各温度に到達した直後のものを第2次急速冷却すると，

冷却]速度 100Cjminの場合は第2次急速冷却によって生菌数の減少が起るのは -45
0
C位までで

あるのに反して，冷却速度0.50C/minの場合は -200':位までである。又各温度からの第2;欠急

速冷却での生存率は冷却速度 100C/min より冷却速度 OSC/min の )jが r~J く，最高の生存率を

示す制度は冷却]速度 100C/minの場合， -250Cあたりであるが， 冷却j速度0.50Cjminの場合，

-150Cあたりである(第9図)。

この冷却速度で凍結させ各組度で到達後 11時間おいたものを第 2;欠急速冷却すると，冷却l

速度 100C/minの場合は第 2;欠急速冷却によって影響を受ける温度範囲はより狭くなり， 又到

達直後のものに比べて生存率も布くなり，冷却]述度OSC/minでの到注目後のものを第2次急

速冷却した場合と同じ傾向を示す(第 101三])。

冷却速度 0.50Cjmin の場合は到達成後のものと 1 時間その ?lt~度でおいたものとでは差は認

められなかった。 冷却速度 10
0

C/minの場合のように速度が大きいと各温度で或る時間おくこ

とによって第2次急速冷却の処理で影響を受ける漏度範囲は大体 -200C以上と狭くなる。 し

かも，到達直後lζ第2次急速冷却したものに比して，各混度からの第 2;欠急速冷却の処理によ

る生存率も高くなる。従って，両者の凍結状態が全く同じではなし到達直後のものの方が恐

らくはまだ凍結していない水が細胞内に残っていて，それが第2;欠急速冷却]で凍結を起して生

存率の低下を米すのであろうと思われる。



。/
70 

100 

生

存
50 

率

O 

ノ
/~ 
，〆
; 

第10図

/ 
/ 

/' 
/ 

， ， 

微生物の凍結の機構 I 

ノ/レ' 10"C/. 
ノmm. • 1 hr 

， ， 

-20 ー斗o ，/ -60 

凍結温度
。C

冷却速度 10
0

Cfminで各温度に到達爾後及び 11時間おいた後

一1960Cまで急速冷却した場合の凍結温度と生存率との関係

し急速冷却による生存率の減少を示す。

IV.考察

65 

微生物の低組処JlIUこよる影響は処珂条件や被検材料の穏類などで廷はあるにしても，多か

れ少なかれ細胞が障害を受けることは明らかである。ただどのような機序で障害されるのかは

まだはっきりわかっていない。しかし低温処理による障害には凍結という氷晶の形成が主な因

子であることは，酵母浮遊液を QOC以下の低温にさらしでも，それが凍結を起さず過冷却して

いる限り，細胞には何んらの障害を与えない ζ とからも明らかであろう。 ζ の ζ とは既 lζ佐

藤川によって大腸闘で， Mazur叫によって酵母で実証されている。

その凍結にしても，本実験のように-l.QO~-l.soC で縞氷して凍結を開始させても細胞

府間の水が凍りつつある間(凍結杭度rltJ線上の plateauの部分)は殆んど細胞の増殖能に彩符が

ないのである。

この細胞見回の水が殆んど氷結した後，次第にj昆度が下降し始めると，本来の細胞水分が

細胞から脱水されたり，細胞内lこ氷品ができたりして，温度の下降につれて細胞水分の凍結が

進み，組1)自の障害の程度が増すものと思われる o 更に冷却速度による影響をみると，冷却速度

lQoC/minの場合見かけ上高い生存率を示すが，ilfA度及び、氷への状態、変化の平衡を考慮すれば，

Q.so~lQOC/min の冷却j速度が各被度での生存率は大きく，それより速度が大きくても，又逆に

小さくても生存率は低い傾向を示した。しかし，いずれの冷却速度の場合でも凍結温度が低く

なるほど、生的数が減少したが， -4Q
o
C 近辺より低い?品度ではもはや殆んど減少しないことが
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みられた。

{許認;埼玉聞は熱量計測定法で*11I)J包水分のうちiWりうる水分は -200Cあたりまでに殆んど凍

ると報告している。一方本実験で，種々のj品度まで凍結したものを液体安京lこ移して第2次急

速冷却すると，始めは急速冷却で死滅するものが多いが， -200C 近辺以下のものでは殆んど第

2次急述冷却jの影響がみられなくなる。 乙の事は -200Cまでに凍るべき水はすべて減ってし

まい，第 2;欠乏1、述冷却によって，新らたに細胞内凍結を起すものはないことを示しているもの

と忠われる。

それでは 1i)(冷却だけのもので， -20oC以下 -400C位まで，生細胞が次第に減少して行

くζ とは何と説明されるであろうか。細胞内凍結が起きても，氷畏として測定にかからないく

らい微量なのか，或いは測定不可能な微量の氷量増加又は時間の経過の結果， JJ)~水による 75が

細胞に致命的な樟7与となるのかもしれない。

いずれにしても，冷却速度によって差があり，ある冷却]速度のところで細胞の生存率がIIIJ

いのは，そこが丁皮細胞外凍結を起すのによい条件のところであろう。それより冷却l速度が小

さいと，冷却過程で余り時間がかかるために，脱水による 2 次的な ~i!fが i t\るのかもしれない。

ス逆に冷却速度が大きいと，細胞内凍結を起す頗l立がilEくなって死滅ネを併すのかもしれな

いのこのことは緩慢凍結ほど細胞外凍結を起す頻度が高いのに反して，急速凍結ほど細胞内凍

結を起す頻度が而し生存率が低いという恨井の報告6)より支持される。

摘要

低温処理が，微生物の増殖能にどのような影響を及ぼすかをみるため Saccharomyces

cere7泊zaeの蒸i問水浮遊液を用いて，種々の冷1;!J条件のもとで検討し，次のような結果を叩た。

1) 酵母浮遊液を冷却]しでも，過冷却して凍結が起らない限り障害は全然受けない。又凍

結でも，閣淡の氷点附近の温度で凍結させたのでは殆んど障害を受けない。しかし凍結混度が

-50C ~L達すると 10% 前後の生細胞の減少を示し，更に温度が低くなるほど，生存J数は減少す

るが， -400Cあたりより{尽くなると，もはや殆んど変化は認められない。

2) 附液を-1.00- -1.50Cで純氷して充分lこりiらせてから，各種冷却速度で -750Cまで

冷却する場合，どの制度までの凍結でも，冷却速度OS-100CjmInのものの生存率が比絞的大

きく，冷却速度がそれより大きくても，又逆lこ小さくても， t:Ef子本は小さくなるftJi[iiJを示す。

3) 各種凍結綿度で一定時間置くと， -50__40oCの制度組問で徐々に生細胞が減少し，

しかも -40oCでは減少の度合は非常に小さい。

4) 1次冷却で迷した凍結温度から，更に 2次的lこ急速冷却するとき 1次の凍結riliU支が

高いほど 2次急速冷却で障害を受けて生菌数は減少するが， -20oC近辺より低い純度では 2

次急速冷却による影響は認められない。

以上の実験事実から，低温処理による辞同‘細胞の死滅は明らかに氷171生成の状況によるも

のと思われる。特!こ冷却速度からみて、細胞外凍結と思われるものでは， 11年間が経つにつれて
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2 iく的な'13はあるが，凍結によるiiH史的な陣符は少なく，細胞内凍結と忠われるものでは多く

致命的な障害を受けることから，細胞内氷品lJ:::Jf¥tが僻Pj:細胞の凍結障害の主凶をなすものと忠

われる O
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Resume 

Several experiments were undertaken to investigate the factors a妊ectingthe survival 

of cells subjected to subzero temperatures. Yeast cells， Saccharomyces cere-uzszae， suspend-

ed in distil1ed water were chosen as experimental organisms. 

1) Unless the yeast cel1 suspensions were frozen， cel1s underwent no damage， even 

if they were at subzero temperatures; that is， in the supercooled state. Although they 

were not affect巴dduring the initiation of freezing (by seeding) at -l.OoC and -lSC， the 

percentag巴 survivalof cel1s gradual1y decreased as the temperature was lowered; 90% of 

the cells survived at -50C whereas only about 20% remained at -40oC. Survival curves 

thus obtained seemed exponential. 

2) When the specimens were frozen to desired temperatures between -50C to -750C 
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at various rates of cooling which ranged from O.050Cjmin to lOOOOCjmin， the cells frozen 

at the cooling rates of about O.50-100Cjmin showed the highest value in survival 

3) Th巴 survivalin cells kept at given constant freezing temp巴raturesbetween -50C 

apd -40oC gradually decreas巴dwith the duration of freezing. However， at a freezing temper-

ature of -40oC， pr丘cticallyno decrease in the cell survival was found. 

4) The specimens， treated to a two-step freezing which included a primary freezing 

to some specifi.c temperature followed by a transfer to liquid nitrogen， showed different 

values in cell survival， d巴pendingupon the primary freezing temperatures; the cells， trans回

ferred to liquid nitrogen from the higher temperatures in primary fr巴ezing，survived less 

than those cooled from the lower temperatures. 

From the observations as described above， it is assumed that the location and the 

configuration of ice crystals formed in the cell suspensions resulting from chosen cooling 

temperatures and cooling rates plays an important role among the factors affecting the 

cell survival after freezing and thawing. 


