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酵母細胞に於ける凍結障害*

凍結融解による酵素活性発現の機構

僧都博

(低温科学研究所医学部門)

(昭和 40年 7月受理〉

1.緒言

酵母細胞の中に存在する多くの燐化合物の中で，古くからその存在が知られておりながら

あまり詳細な報告のないものの一つにポリリン酸がある。 1949年明Tiame1lは酵母細胞内に存

在する乙の種の燐が，代謝に果たす役割の異なる 2種類のものからなる乙とを示し，これらを

メタ燐酸と呼んだ。今日ではとれはポリリン酸と呼ぶべきものであるといわれている。松橋
2)

は乙の燐を Dowex1のカラムにかけて分離し， オノレト燐酸から始まり重合度十幾つのものに

至るまで分離した。更に 1956年 Kornberg3lは同じく酵母細胞から拍出され Dowex1のカ

ラムから KCl濃度O.lMで溶出される燐化合物が，トリポリリン酸である乙とを確認し，同時

に細胞からこの燐を分解するトリポリリン酸分解酵素を抽出した。

1963年 Tonino等的は酵母細胞中の3種の燐酸分解酵素について報告し，基質特異性のな

いアノレカリ性リン酸分解酵素は細胞膜内にあり，もう一つの基質特異性のない酸性リン酸分解

酵素は細胞壁中に存在する乙とを示した。 乙れは 1960年の Suomalainen等5)の報告とも一致

する。

先報6) に於いて著者は細胞からポリリン酸及びポリリン酸分解酵素を抽出してその性質を

調べ，その結果から酵母細胞を凍結融解したとき分解流出する燐はポリリン酸であり，この分

解はポリリン酸分解酵素の作用によるものであることを示した。

今回はこのポリリン酸及びボリリン酸分解酵素の細胞内に占める位置及び凍結融解によっ

ておこる細胞膜の透過性の変化，ひいてはポリリン酸とポリリン酸分解酵素相互間の反応の機

序について報告したい。

II. 材料及び方法

1 材料

新鮮なパン酵母(日甜イースト)をIl党イオン水で、3回洗って使用した。 snailenzyme はIn-

dustrie Biologique Francaise S.A.製のもので，アンプlレ開封後は凍結保存し，使用毎に融解し

て用いた。もう一つの細胞壁溶解酵素は阪大照井研究室より贈られたものを使用した。
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2. 方法

無機燐の定量は Fiske& Subbarow法で， metachromasyはWiameの方法7) に従い， 4X

10-5 M Toluidine blueを用いて 500mμ から 650mμ の聞で起る吸光度の変化を測定した。

プロトプラスト: 完全に細胞墜を取り去ったプロトプラストは 15時間培養の酵母細胞

に，照井研究室製の細胞壁溶解酵素を作用させて製した。先ず400mgの細胞を 0.2M Tris 

buffer (pH 7.30) 4 mlに浮激し，安定剤として 3MNaClと0.6MMgSO.の混合溶液 4mlを

加え(最終濃度で 0.5M NaCl， 0.1 M MgSO.となる)， 乙れに 16mlの酵素液を加え撹持しな

がら 300Cで反応させた。乙の酵素液は原材料(細雨抽出物の硫安塩祈物)を 10倍量の脱イオン

水に溶解し， 冷脱イオン水に 20-40時間透折して得られる。 乙の条件では 6時間以内に細胞

の 90%以上が完全にプロトプラストになる。 反応終了後 2000xg7分の遠心で乙れを集め，

冷した 0.5M NaCl-0.1 M MgSO.の混合液で3度洗i主して同じ液に再浮併した。

不完全プロトプラストの製法は次の通りであった。 100mlの合成培地中で 750mgの酵母

細胞を 300Cに9時間培養，遠心によりこれを集め， 0.1 M phosphate-citrate bu丘町 (pH5.75)に

溶かし，水を加えて全量 13mlとする。 乙れに安定剤として1.3gの mannitolを加え， 0.1ml 

の snailenzymeと300Cで反応させる。 15時間の後に細胞を遠心で集め， 0.6M NaCl 溶液で

3度洗線し同じ液に再浮説した。

乙れらプロトプラストについてポリリン酸又は，ポリリン酸分解酵素の試験をするには，

拍出した酵素及びポリリン酸での実験と同じ条件で日基質又は酵素の代りにプロトプラストを

加えた。乙の場合完全なプロトプラストでは常に安定剤を加えたが，不完全プロトプラストの

場合には必ずしも必要としなかった。

凍結融解: 酵母細胞又はプロトプラストの浮説液 (500mg/ml前後)2-3mlを径3cmの

底の平らなアノレミニウムの缶に入れ液体窒素に浸して凍結，窒素のj弗騰の止まったところで引

き出し 30
0
Cの温湯中で振りながら融解した。 凍結融解細胞又は凍結融解プロトプラストから

の燐の流出は各 pHの bu妊erに混じた細胞又はプロトプラスト浮説液を総量 1ml宛中試験管

に取り， ζれを液体窒素中で凍結し， 300Cに保った恒温水槽中で振りながら融解してそのま

ま反応を行なった。反応時間は融解時間も含めてのものとした。

細胞膜透過性: 未処理及び凍結融解後の細胞浮滋液一定量に濃度既知のイヌリンヲ ラク

トース及びポリリン酸溶液の一定量をそれぞれ加え，室温及び300Cで混合直後，又は 30分後

における浮波液上清中の溶質濃度を測定し，原液と比較することから各種物質の細胞内浸透度

を調べた。細胞間水分の測定には 5%イヌリン水溶液を蒸溜水に 40時間以上透折して用い，

105
0
C乾燥後の乾物重量を測定した。ラクトースは同じく 5%水溶液を作り，乾物重量から測

定した。ポリリン酸は 1N HCl1000C 7分間の分解の後， 1m機燐量を測定した。いずれの場合

にも盲検として ζれら捺液のかわりに水を用いた時の乾物量又は無機燐量を測定し， il!IJ定結果

から差し引いた。
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111.結果

1. 細胞内におりるポリリン酸分解酵素の位置

凍結融解細胞からの燐の流出が酵素作用によるものであろうということは， 前報の結果的

及び乙の種の細胞がその膜内に基質特異性のないアノレカリ性燐酸分解酵素を持っているとと')

から容易に想像される。更に正常な細胞では外から加えたポリリン酸が分解されることはない

(第 1図参照)ということから，乙の酵素は細胞膜内にのみ存在するものと考えられる。乙の乙

とは酵母細胞をプロトプラストにして，外から基質のポリリン酸 (O.7MKCl劃分刊を加え，

そのプロトプラストの持つ酵素の活性状況を見ることによって確かめられた。結果は第 1表に

見られるように，正常なプロトプラストではポリリン酸をごくわずかしか分解しないが，これ

を凍結融解してから基質を加えた場合にはポリリン酸の分解は急激に増加している。このこと

から正常な状態では細胞膜内に存在する酵素が，凍結融解によって膜外基質と作用するように

なった乙とが知られる。

第1i!長 正常及び凍結融解プロトプラストの酵素活性

反応混液. プロトプラスト，50mg;基質 (0.7MKCl割分)，200μg;

0.1 M MgCI" 0.25 ml ;安定剤 (3M NaCl)， 0.4 ml; 1 M acetate 

buffer pH 5.50， 0.25 ml ;総量3.0ml 30oC， 15分
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第1図 正常及び凍結融解細胞の外部基質分解に於ける pH活性曲線

100mg細胞/0.3ml H20; M/I0 Mg C12， 0.2 ml; 1 M acetate 
bu妊er，0.5 ml; 400μg/ml基質 (0.7MKCl劃分)， 0.5 ml 30oC， 

15分0 ・ー-・-ーー正常細胞 -0ー凍結融解細胞 明司司ーーー凍結
融解によって発現した酵素活性



88 {曽都博

更にとの考えを支持するいま一つの結果を次に示す。先にも述べたように凍結処理をしな

い正常な細胞では，これに外部から基質を加えても中性附近での燐の分解流出は極めて少量よ

り見られない。しかしこのものを凍結融解すると，この点での燐の分解流出は急激に増大する

(第1図)。 このとき燐の分解速度と pHとの関係は， 細胞から抽出精製した酵素のとの基質に

対する pH活性曲線とよく一致する(第 8図参照)。

第1図における他の重要な点は， pH3.5附近で最大活性を示す酵素の存在である。 ζの酵

素は凍結処理を受けない正常な状態でも外からの基質を分解することができるが，凍結処理を

してもその活性は増さない。乙のことから酸性リン酸分解酵素は，細胞膜の外側に存在するも

のと考えられる。

2. 基質ポリリン酸の細胞膜透過性について

A. 未凍結細胞での R値

前節の結果から酸性:燐酸分解酵素が細胞壁内にのみ存在する乙とが想像されたが，とれは

基質が細胞壁中より内部に入らないという仮定にもとづいての推論である。乙の乙とを確実に

立証する目的で Conwayand Downeyの方法8)Iこ従って正常細胞でのポリリン酸及びラクトー

スの R値を測定した。この値は物質が細胞内部にどの程度のと乙ろまで容易に入り得るかを示

す値である。第2図にトリポリリン酸及び0.7MKCl劃分の蒸溜水浮滋細胞内への透過度Rと

pHの関係を示した。この値は室組から 300C附近までは温度による影響はなく，試料と細胞の

混合直後から 30分迄の間では時間にも無関係である。 0.7MKCIIU分の酸性側における高い値

を除いては，他は広い範囲の pH領域において平均十数ノf戸セントの値が得られ，後述のラクト

ースでの値ともほぼ一致する。 Conwayand Downeyによれば種々の物質が細胞容積の 10-

20%の部分まで容易に浸透し，それ以上は入り得ないかまたは入っても速度は非常に遅い。そ

して乙の値は細胞壁の部分に相当するといわれる。
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第2図 正常細胞における K値と pHの関係

EB: 0.7MKCl劃分 8:トリポリリン綬
酵母細胞，約0.4g; 0.7 M KCl 割分叉はトリポリリン酸， 200μg; M/2 
buffer， 0.1 ml ;総量 1.2ml室温 20分後に細胞を徐き上清を 1NHCl
1000C 7分間分解， PiをFiske& Subbarow法で測定
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このように基質が細胞壁内以上には

浸透しないにもかかわらず酵素が作用す

る乙と，及び細胞の凍結によってもその

活性は殆んど増さないことから酸性リン

酸分解酵素は細胞壁にのみ存在するとい

うととが強く支持される。

B. 凍結融解細胞での R値

正常な細胞では外からの基質に対し

て活性を示さないポリリン酸分解酵素が

凍結によって活性を示すようになるの

第2表 凍結融解細胞における R値

約0.4g凍結融解酵母細胞ImlH20， 1 ml; 570 
ラクトース溶液， Iml 室温 20分後!C細胞を

除き上清 Imlを 1050Cで8時間乾燥し乾物重

量を測定。ポリリン駿については第2図と同じ

物 質

ラク トース

ポリリン酸 pH3.5 
(0.7MKCl割分)¥ pH 8.8 

R 値%

正常細胞 l凍結融解細胞
14.1 

34.2 

10.5 

34.4 

700< 

31.5 

は，細胞の凍結融解によって基質が酵素に接近し得るようになった結果と考えられるが，この

原因となっているものは細胞膜の透過性の変化であろう。第2表は凍結融解細胞と正常細胞に

ついて行なった細胞膜透過性 (R値)の比較である。 凍結融解試料は正常な細胞の浮滋液を液

体窒素で急速に凍結したのち温湯中で融解し，蒸溜水で、3度洗ってから正常細胞浮務液と同じ

濃度に蒸溜水に再浮説したものを用いた。 正常な細胞の示す R値が細胞壁の部分の容積に相

当するのに対して，凍結融解細胞では溶質がもっと内部にまで浸透している乙とが ζれによっ

て示され，凍結融解の結果，細胞膜の透過性に変化の生じたことが惣像される。

C. 細胞内におけるポリりン酸の位置

中性附近で活性の強いポリリン酸分解酵素が細胞膜内に存在するのに対して，その基質と

なるポリリン酸が同じ細胞内に存在しながら正常な状態ではこの酵素と反応せず，細胞を凍結

融解する乙とによって始めて反応が起こること，及び外から加えたポリリン酸が正常な細胞で

は細胞壁部分にしか入らないのに，これを凍結融解することによって細胞膜の透過性が変り，膜

内まで浸透するようになるととなどから考えて，細胞内に存在するポリリン酸は細胞膜より外

に存在するのではないかとの想像がなされる。既に述べたように，乙の細胞の細胞壁部分には

酸性リン酸分解酵素が存在するので，ここにポリリン酸が存在するならば，酵母を pH3.5附近

に保つことによって，正常な細胞においてもポリリン酸の分解を起こすことができるはずであ

る。酵母を麦汁培地中で培養し，対数期のものを集めるとポリリン酸を貯えた細胞が得られ

る。このような細胞を使用して得た正常細胞からの燐の分解流出量と pHの関係を第3図に示

す。また同じ細胞を液体窒素で一度凍結融解した後，同様に処理した時の結ー果をも同時に併記

する。この第 3図は第 1図における正常細胞，凍結融解細胞の結果とそれぞれ非常に良く対応

しており，これから細胞内部に蓄積したポリリン酸は，外部から加えたポリリン酸と同様に，

酸性リン酸分解酵素とは未凍結処理の細胞においても反応するが，ポリリン酸分解酵素とは凍

結融解後に始めて反応するようになる乙とがわかる。この乙とは細胞内に蓄積したポリリン酸

が細胞膜外に位置するとの考えを支持するものである。

ポリリン酸が細胞膜外に存在することは全く別の方法でも確かめられた。酵母細胞は強固

な細胞壁で包まれているので，そのままの状態では細胞浮濃液にポリリン酸分解酵素を加えて

， 
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もポリリン酸を分解することはない。そこで細胞にカタツムリの消化酵素を作用させて，細胞

壁を部分的に分解溶離した不完全なプロトプラストを作り，乙のプロトプラストの浮出液に外

からポリリン酸分解酵素を作用させて1m機燐の流出を調べた。第4図は未凍結プロトプラスト

に外部から酵素を作用させた時の pHと燐流出量との関係を示したものである。第5図に同じ

不完全プロトプラストを凍結融解したときの自己分解による燐流出と pHの関係を同様に示し

た。これら 2図の比較によって細胞の凍結融解の結果，分解されるポリリン酸が，外部から加え

100 

c
-
E
』

三〉。
υ 
0'> 

E 

850 
¥¥  
0'> 

"-

止

//0ヘ¥¥

.ぷ二ν。
，1" / ‘ 

3 4 5 6 

pH 

第3図 細胞内に蓄積されたポリリン酸分解に於ける pH活性曲線

100mg細胞/0.3ml H20; M/l0 MgCI2， 0.2 ml; 1 M acetate 

bu妊er，0.5 ml 水を加えて総量2.0ml 30oC， 15分
…・..正常細胞 -0一凍結融解細胞

100 
c 

E 
'!? 
、+¥ 
ω 

4C0 。CO 』-L BL 

Z50 
。。
、、、
0・
~ 

仏

pH 

第4図 不完全プロトプラストに対する外部からの酵素作用と pHの関係

50mgプロトプラスト/0.3ml H，O; M/l0 MgCl" 0.2 ml; 
酵素液， 0.3 ml; buffer， 0.2 ml水を加えて総量 2.0ml 

30oC， 15分。 実線 Mgtt添加点線 Mg村無添加
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た酵素によっても同じように分解されることが知られる。外から加えた酵素の場合にも又凍結

融解の場合にも， Mg怜を加えない場合の燐分解の pH活性曲線は抽出精製した酵素の同じく抽

出精製したポリリン酸に対する pH活性曲線と良く一致する。しかし細胞壁の溶解が進み，完

全なプロトプラストになると酵素の作用によるポリリン酸の分解は見られなくなる(第3表)。

とれらの事実からポリリン酸は細胞壁部分に存在するものと考えられる。
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凍結融解による不完全プロトプラストからの燐流出と pHの関係

50mgプロトプラスト/0.3ml H20; M/IO MgCI2， 0.2 ml; 
buffer， 0.2 ml 凍結融解後水を加えて総量 2.0ml 30oC， 

15分。 実線 Mg付添加点線 Mg怜無添加

第3表 細胞の状態と外からのポリリン酸分解酵素作用状況

反応混液 50mg細胞叉はプロトプラスト;0.1 M MgCI2， 0.1 ml; 

ポリリン酸分解酵素液， 0.3ml;安定剤 (3M NaC12)， 0.3 ml; M/2 

Tris buffer pH 8.4， 0.1 ml 水を加えて総量 1.5ml 30oC， 15分

作細胞壁用溶時解酵素間 。 2 3 4 5 6 7 時間

細胞の状態 i語il 不完全プロトプラスト
プロトプラスト

分解Pi/15分 。"

IV. 考察

すでに前報に報告したように，細胞の凍結融解に際してポリリン酸を分解する酵素が作用

することは明らかで，しかもそれが細胞内に占める位置についても細胞膜内という乙とが明ら

かになった。先に Tonino等は酵母細胞の細胞膜の内側に基質特異性のないアルカリリン酸分

解酵素が存在することを発表しており， その至適 pHは基質によって多少異なるが，大体 pH

9，...，10附近にあたるヘ乙の実験に使用した酵素液でもトリポリリン酸，テトラポリリン酸を基

質としたとき，その至適pHは9附近にあり， 乙の点からは Tonino等の酵素とも一致する。



しかし彼等の場合酵素は 1種類と考えているのに対して，今回使用された酵素液では充分に精

製した O.7MKCl劃分のような基質ではその至適pHが異なる (pH6.0附近)，また活性の度合

いも基質によってかなり違いがある，等の点から 2種以上の酵素が混じっている可能性もあ

これらの研究者の報告した酵素とポリリン酸分解酵素が同ーのものであるかどうかは今の

ところ明らかでない。更に，アノレカリリン酸分解酵素は正常な細胞及びプロトプラストでは外

部からの基質に対して活性を全く示さない4)のに対して， ポリリン酸分解酵素の場合は正常な

細胞及びプロトプラストでも，中性附近で極くわずかながら常に活性が見られるという点から

も，別の酵素である可能性が考えられる。しかしいずれにせよ，乙のリン酸分解酵素が細胞膜

内に存在するという点については先の報告と一致する。

正常な細胞内におけるこの酵素の役割を，細胞壁内に貯蔵物質として蓄積されたポリリン

酸から適宜リン酸を分解して，内部で使用できるようにするためのものと考えれば今回の実験

結果をうまく説明するととができる。

酸性で活性を示す酵素の存在については，酵母の増殖の過程において一定の時期に乙れが

使用されるものと考えられるが，通常の状態での細胞における凍結障害の機構とは関係ないも
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り，

のと思われる。

抽出されたリン酸分解酵素による O.7MKCl劃分分解のpH活性と，不完全プロトプラス

トに酵素を作用させた時及び，凍結融解した不完全プロトプラストからの無機燐の遊離の場合
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第6図 ポリリン酸分解酵素のpH活性曲線
酵素液 0.3ml;ポリリン酸 (0.7MKCl劃分)， 200μg;テトラ

ポリリン酸， 100μg;M/2 buffer， 0.2 ml水を加えて総量2.0ml

300， 15分。 EB:0.7MKCl 割分 θ.テトラポリリン酸
実線及び破線 Mgt+添加 点線:Mg怜無添加
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のpH活性曲線が，アルカリ側で差が出来ることについては(第4，5， 6図参照)，乙の酵素液の

諸種の基質に対する至適pH及び活性皮の違いから説明することができる。第6図に示すよう

にとの酵素はテトラポリリン酸を基質としたとき Mgltの存在下では O.7MKCl割分を基質

としたときに比して 4倍程度の活性があり，特にアノレカリ側における活性は他の部分に比して

極めて高いが Mgltの存在しない状態では pH全領域で殆んど活性を示さない。 一方 O.7M

KCl 劃分を基質とした場合には Mg併による活性賦活も僅少であり，至適pHも影響を受けな

い。そこで正常細胞及びプロトプラストにはテトラポリリン酸程度のものが少量含まれている

と考えると Mg村の存在下ではアルカリ側で高い無機燐の流出が見られ， Mg付のない状態では

中性附近でのみとれが見られる乙との説明がつく。細胞内におけるこのような低分子燐酸の存

在については， O.7M KCl劃分が貯蔵日数につれて metachromasyの程度が小さくなり(第 7

図)，同時にポリリン酸分解酵素の pH活性曲線でもアルカリ側での活性が増してゆくことから

恕像される(第8図)。

細胞の凍結によって乙れら基質と酵素が接触して分解が起こるとするとこのためには細胞

膜になんらかの形で変化が生じ，酵素又は基質の一方，又は両方が透過し得るようになる乙とが
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第7図 ポリリン酸 (0.7MKCl iU分)の metachromasyと
貯蔵中IC於けるその変化

4 X 10-5 M Toluidine blue水溶液

200μgポリリン酸 (0.7M KCll翌日分)
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第8図 ポリリン酸分解酵素の pH活性

酵素液0.3ml;ポリリン酸 (0.7M KCI割分)， 200μg; 
Mjl0 MgCI2， 0.2 ml; Mj2 buffer， 0.2 ml 
。一基質精製直後 …①…同 40C2カ月保存後

必要である。酵母細胞の構成比率は乾燥物24%，水分76%であるからペもし溶質が単なる拡

散だけで細胞内に入るとすると， 全細胞容積の 76%が最大値となる筈である。 この点凍結融

解細胞における浸透度 Rがラクトース 34.4，0.7 M KCl劃分， pH8.8の場合 31.5%であるこ

とは理論値の約 1/2であり，乙のような凍結融解試料での細胞の障害率とも考え合わせると先

ずは妥当な値と考えられる。一方 0.7MKCl劃分で pH3.5の場合には，測定値からだけ見れ

ば理論値の数倍にもなっているが，このことは加えた溶質が拡散だけではなく，吸着或いは代

謝のような特殊な状態で細胞に沈着したものと考えなければ説明がつかない。正常細胞の場合

に酸性側で浸透度がやや高い結果に出ているのは同じような現象の結果と考えられる。 0.7M 

KCl 劃分よりも分子量が小さいと考えられるトリポリリン酸が同じ pH3.5で， 他の部分と変

ならいことからも乙の点が支持される。

凍結融解によって細胞膜に生じる破損の性質についての詳細な説明は現在のところない。

しかしイヌリンのように細胞壁にも浸透することのできない物質では凍結融解による透過性の

変化は見られないので町，細胞壁そのものの破壊は考えられず，細胞壁に固まれたままの状態

で細胞膜に小さな破壊が起きるものと恕像される。細胞膜に起きる破壊の原因となるものとし

ては，細胞水分の細胞内に於ける凍結，或いは溶媒の凍結から来る細胞水分の急激な移動など

が考えられ，これらの乙とによって膜自体の半透的性質が破域されるものと考えられる。

摘要

酵母細胞内に存在するポリリン酸及びそれを分解する酵素の細胞内における位置を調べた

結果，ポリリン酸分解酵素は細胞質内に，酸性リン酸分解酵素及び乙れら両者の基質となるポ

リリン酸は，細胞壁中にのみ位置することが知られた。
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酵母細胞を凍結融解する乙とによって，細胞膜の透過性に変化が生じ，正常な状態では細

胞壁の部分にしか入らないラクトース及びポリリン酸が，細胞膜内部まで浸透し得るようにな

る。しかしイヌリンは未凍結の場合と同じく細胞には全く浸透し得ない。

以上の結果から，細胞の凍結融解によって細胞膜の透過性に変化が生じ，酵素と基質の接

触が起きるためにポリリン酸の分解反応が起きるものと推定された。

終りに，細胞壁溶解酵素を下さった阪大照井研究室のかたがたにお礼申し上げる。御指導

御校閲下さった根井教授に感謝する
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Summary 

A series of studies of cell iujury by freezing were done from the biochemical point 

of view. In the present paper， the localization of polyphosphates and phosphatases in yeast 

cells， and changes in the permeability of cell membrane by freeze.thawing are reported. 

It was found that a phosphatase， showing a high activity at neutral pH， existed inside 

the cell membrane， and that another acid phosphatase and polyphosphates were in the 

cell wall. 

The freeze-thawing treatment resulted in some changes in permeability of cell mem-

brane in yeast cells. Lactose and polyphosphate， which normally can only penetrate the 

cell wall， became capable of penetrating the cell membrane too， but inulin could not at all. 

Conserning the mechanism of degradation of polyphoshates in freeze-thawed cells， it 

was assumed that such changes in the permeability of the cell membrane caused by freeze-

thawing may bring about the contact of phosphate outside the cell membrane with phos-

phatase inside the membrane and finally effect the decompostion of phosphate. Some 

possible explanations for injury of cell membrane were also made 


