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Tadashi ARAKI 1965 The E妊ectof Freeze-Thawing upon the Fermentation of Yeast 
Cells. Low T.仰 ψeratureScience， B，忽3.(With English Summary p. 109) 

酵母細胞の醗酵に及ぼす凍結融解の影響*

荒木 中
パ二出

(低温科学研究所医学部門)

〈昭和 40年 7月受理〕

1.緒言

酵母細胞の凍結融解による障害については，いろいろの報告がされていているが，その多

くものは増殖能に注目して細胞の生死を調べたものである。細胞が増殖するためには，少なく

とも外界から物質をとり入れ，自己の必要な細胞構成成分に転換しなければならない。そのた

めには，絶えずエネ Jレギ戸を消費しなければならず，そのエネノレギーを酸素存在下では呼吸に

よって，無酸素状態では畷酵によって産出している。従って，とのエネJレギ戸を産出する代謝

系の凍結障害の機序を明らかにする乙とによって，細胞の構造及び機能が凍結融解でどのよう

な影響を受けるか，その凍結障害の一端がうかがえるものと考える。

Lynen1)は液体窒素での凍結処理によって， ビーJレ酵母の代謝能が著しく低下するとと及

び僅かであるがフラクト戸ス 1，6ニ燐酸が醗酵されるようになる乙とを報告している。 また

KrebsぺHansenand Nossal')等は本来細胞内に透過できないため代謝されないコハク酸塩が
ドライ・アイスで凍結融解した細胞では，僅かであるが代謝されるようになるということから，

凍結処理によって細胞の透過性の増大することが示唆されると述べている。

本実験では，細胞の代謝系のうちでも最も良く知られた臨醇系に注目し，基質が醗酵され

る乙とをその基質の細胞内への透過性と醗酵に関与する酵素系との関連においてとらえ，それ

ぞれの凍結融解による影響を検討した。

II. 材料及び方法

1 使用材料

細胞浮遊液: 実験にはすべて市販のパン酵母(日甜イ{スト)を用いた。 これを脱イ

オン水で、 3回遠心洗機 (6000Xg，15分)してから，泥細胞量を秤量し，脱イオン 71<を加えて

500mg/ml濃度の細胞浮遊液を作り，乙の細胞浮遊液を適宜に希釈して実験に供した。

無細胞抽出液: 洗糠沈澱細胞に 5mMニコチン酸アミドを含んだO.lM燐酸緩衝液

(pH5.8)を加えて， 湿重量で濃度 500~125 mg/mlの細胞浮遊液を作り， 約 30mlずつ French

presser cellに入れて， 約 500kg/cm
2
の加圧の下で毎分数 mlの噴出速度で細胞を破砕した。
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乙の粘澗な破砕した細胞浮遊液を遠心 (6000Xg，30分)して，正常細胞及び大きな破片を除き

更に遠心 (60000Xg，30分)して微細な破片を除き，その上清を抽出液として用いた。

プロトプラスト: 麦汁培地文は White的の合成培地にて， 300Cで17時間培養した対

数期の細胞をクエン酸一燐酸綾衝液 (pH5.8)で3回遠心洗糠 (6000xg，15分)してから， 0.8M 

マニトーJレを合んだ上記綾街液に浮遊させて， 湿重量で濃度 200mgJmlの細胞浮遊液を作っ

た。 この細胞浮遊液9容に細胞壁捺解酵素液1容を加えて， 30
0

Cで約7時間振蓋しながら作

用させてから， 0.8Mマニトー jレ加緩衝液で3回遠心洗糠 (3000Xg，5分)して， 溶解した細

胞壁を取り除き，その沈澱物をプロトラストとして用いた。細胞壁溶解酵素液は snailenzyme 

(L'industrie Biologique Francaiseの Sucdigestif d'Helix pomatia stabilise) を Suttonand 

Lampen5lに従って調整したものを用いた。

2. 凍結融解処理

内径3cmの平底アJレミ缶に試料約5mlずつ入れ，液体窒素に浸して急速に凍結させ，充

分に時間 (5分)をおいてから缶を取り出し，直ちに 300Cの温水にて振蓋しながら融解した。

反覆する場合は上記操作を繰り返して行なった。

3. 醍酵能測定法

Warburg manometerを用いて， 28.50C，嫌気条件下で発生する炭酸ガス量を測定した。反

応混液は試料 2.0ml(主室)と基質溶液1.0ml (側室)との全量 3.0mlで，窒素ガスでガス交換

を行なってから， 恒温槽で温度平衡を行ない 15分後基質溶液を加え反応を進行させた。基質

としてはグルコース，フラクトース-1，6一二燐酸 (FDP)を用いた。乙れと平行して同じ反応系

で糖の消失を測定するため，反応混液から一定時間毎に一定量の試料を取り出し， ZnSO，を加

えて反応を止め，更に Ba(OH)2を加えて除蛋白し， Somogy-Nelsonり)の方法で還元糖を比色

定量した。

4. 透過度合の測定法

遠心洗撤した沈澱酵母細胞に等量の各種溶液を加えて，一定時間放置後遠心してから，そ

の上清の濃度を定量し，混合前後における溶液の濃度差から溶質の細胞内への透過する度合を

算出した。いま混和前の溶液の濃度を Co，混合後の溶液の濃度をC怖とすれば，溶質の細胞内

へ透過できる度合 (5)は次式より求められることが Conwayand Downey町によって導き出さ

れた。

5 = CoJC地ー1

使用した溶液は 3--5%イヌリン溶液， 5%乳糖溶液， 5%グJレコース+lOmMモノ沃度酢

酸溶液で，溶液の濃度は，乾物重量法又は比色法で定量した。細胞の乾物量は 105
0
Cで恒量に

なるまで、乾燥して求めた。

5. 細胞数及び生残率測定法

細胞浮遊液をそれぞれ適当な濃度まで希釈し Thomaの血球計算板で細胞数を数えて算

出した。また，適当な濃度まで希釈した細胞浮遊液の一定量に麦汁寒天培地を注加して平板培

養し 48時間後に認められた集落数を算定し，対照に対する百.分率で生残率を表わした。
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III. 結果

1. 凍結融解細胞の醗酵能と生残率

99 

1m処理及び凍結融解細胞の基質濃度に対する醗酵能を基質添加後 30~60 分間に発生する

炭酸ガス量で表わすと，第 1図に見られるように，いずれの場合でも基質濃度の増加に伴なっ

て醗酵能が増大し， グノレコース濃度25mM以上ではそれぞれ一定の醗酵能を示した。処理細

胞の酸酵速度は対照のものに対して， 急速凍結1回のもので50%， 同じく 3回のもので 15%

であり，別に調べた各々の生残率も 50%，10%前後であり，糖の飽和濃度以上では醗酵速度と

生残率が殆んど一致する乙とが認められた。従って，凍結融解によって増殖できない細胞はグ

ルコースの醗酵系も障害を受けると考えられる。酵母細胞の畷酵系はグノレコースが細胞内に能

動的に透過された後に，畷酵に関与する酵素系によって炭酸ガスとエタノーJレに分解されると

考えられているから，醗酵系の凍結障害は酵素系が不活性化されたためか，透過系が障害され

たためか，或いは両者の障害によるためかのいずれかが考えられる。

O 
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第1図 基質濃度lζ対する無処理及び凍結融解細胞の醗酵

濃度 250mg/mlの細胞浮遊液を凍結融解処理後

1/25 ，1:希釈した誌料 (3mg dry wt./ml) 2.0 ml 

，1:基質溶液1.0mlを加えて反応させ， 30-60分

間の値で醗酵速度を表わした。 28.5:t0.050C， N2 

2. 凍結融解細胞の透過性
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先ず，酵母細胞の透過性が凍結融解によってどのように影響されるかを調べるために，実

験方法の項で述べたように，細胞内に透過しないイヌリン，細胞壁の部分まで透過すると考え
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られている乳糖，能動的に透過されるグノレコースを用いた。乙の 3種の物質の細胞内へ透過す

る度合を1!l¥処理及び凍結処理細胞について比較するため， 0。及び 300Cで， 10， 30， 60分と物質

の透過する経過を測定し， それぞれの遠心沈澱細胞量(京量)を 1.00として，それに対する割

合で表わすと第2図に示す通りである。イヌリン，乳糖のいずれの場合でも放置温度による差

は認められず，混合後 10分ですでに平衡に達し，更に長時間放置しでも変化はみられない。た

だ，イヌリンの場合では， 1rr¥処理及び凍結融解の両者の細胞とも透過できる度合は 0.25で等し

いが，乳糖の場合では無処理細胞が0.34，凍結融解細胞が0.53で，凍結融解によって乳糖の透

過できる度合が増大した。グJレコ{スの場合では，いずれの温度でも時間とともに透過できる

度合の増加がみられ，特に放置温度 300Cでの1m処理のものは混和後 10分後 0.30であるが 60

分後には 0.50まで増大する。この値は Cirillo9lが細胞水分の 80%まで透過すると報告してい

るのに比べて値は小さいが，乙れは撹持していないためと思われる。このクツレコースの透過で

きる度合を 10分後にみると，凍結融解によって増大することがみられ，細胞膜の透過性の増大

が明らかである。
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第2図 無処理及び凍結融解細胞の透過性の比較

Co/C明ーlは全涜澱細胞量に対する溶質の透過できる度合を
表わす。・:イヌリン， (t:乳糖， 0:グルコース

3. 無細胞抽出液の凍結融解による影響

前節の実験結果から，凍結融解によって細胞膜の透過性が増大しているにも拘らず，醗酵

能が低下しているということはもう一つの因子である醗酵に関与する酵素系の障害に起因する

乙とが考えられる。それで，抽出した酵素系が生細胞内に存在する酵素系と同じものであるか

否かは問題であるが，細胞内酵素系の機能を検討するための一つの手段として，先ず，細胞か

ら抽出した液について， その中の酵素系の凍結融解によって受ける影響を調べた。 250mg/ml 

濃度の細胞浮遊液を Frenchpresser cellで破砕して得られた抽出液は第3図にみられるよう

に，基質を添加しなくても炭酸ガスの発生がみられるが， 0.6Mグルコースを添加すると炭酸

ガス発生速度が増大し約500ρ1/10minであった。 乙の抽出液の炭酸ガス発生能が酵素反応に
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第3図 無細胞抽出液の酵素活性

無細胞抽出液 (72.2mg dry wt./ml) 2.0 ml (C基質溶液 1.0mlを添
加した。 28.5土0.050C，N2， ・:緩衝液を O分に添加(基質無添加)，
0: 0.6Mグノレコース溶液を↓印のところで添加， EB: 0.6 M グノレ
コース +15mMモノ沃度酢酸を L印のと乙ろで添加， θ:無細胞
抽出液 (1000Cで5分間煮沸) (ζ0.6 M グルコースをO分に添加

よることは 1000Cで5分間煮沸したり，或いは基質が存在しても 15mMモノ沃度酢酸の添加

で，炭酸ガス発生が殆んど阻害されるととより明らかであり， Lebedew's juiceと同じものと考

えられる。乙の抽出液は急速凍結を 5回繰り返しでも炭酸ガス発生速度に変化はみられないし

(第4図A)，また同一条件の下で反応液中のグノレコースの消失を測定しでも， 凍結融解による

酵素活性の変化は認められず(第4図 B)，無処理対照の抽出液と同一であった。乙のように抽

出液の畷酵に関与する酵素系は凍結融解の影響を全然受けないことが明らかである。

4. 無細胞抽出液の酵素活性と凍結融解細胞の醗酵能との比較

抽出液の酵素活性は生細胞の醗酵能に比して非常に低いものではあるが，凍結融解の影響

を全く受けない乙とから，凍結による酵素系の不活性化があったとしても最低この程度の酵素

活性は凍結融解細胞に残存している乙とが予恕されるο それで，高濃度の細胞浮遊液を用いて

French presser cellで破砕した場合と凍結融解した場合とで， その醗酵能に及ぼす影響を比較

してみた。 その結果は第 1表に示す通りである。濃度 250mg/mlの細胞浮遊液を破砕処理す

ると，その生残率は約10%で，顕微鏡の下で細胞の形態をとどめる細胞数も 156X 107 cellsで

生細胞数 (110X 107 cells)と等しく 10%前後であった。しかし，凍結融解した場合では生残率

は約 10%で破砕処理の場合と同率であるが，細胞数は 1074x107cellsで殆んど1m処理の細胞
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数 (1080x10' cells)と変りなく，殆んどすべての細胞が凍結融解しでもその細胞の形態をとど

めている。このような処理細胞浮遊液のグルコースの醗酵速度は破砕処理のjA合も凍結融解処
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第 4図 無細胞抽出液の酵素活性lζ及lます凍結融解の影響

A 無細胞拙出液 (32.9mg dry wt./ml) 2.0 ml IC 0.6 M グルコース

溶液1.0mlを加えて， 28.5土O.050C，N2で反応させた

B 反応混液の組成及び条件は AIC同じ

第1表 生細胞の醗酵'c及ぼす物理的破砕及び凍結融解の影響

読 料

無処理対照

反応混液中
の全細胞数

(cel1s/3 ml) 

1080 x 10' 

反応混液中
の生細胞数

(cells/3 ml) 

1052 X 10' 

醗酵速度 (μlCO，βmin)

基一段レコ引-7
1 0 1 2何0* 1 5 

物理的破砕処理 156X 10' 110x 10' 46 605 270 

遠心分離 l上 清 く50 43 294 242 

(6000xg， 15分llt右澱物 304 10 

凍結融解処理 3回 1074Xl0' 102X 10' 55 654 255 

遠心分分離){上 清
O 5 15 10 

(6000xg， 15:5t) l涜澱物 10 396 52 

キ 1/10希釈した試料で測定した値を 10倍して求めたもの

反応混液の組成は試料 2.0mlと基質溶液1.0mlで，これを 28.5士0.050C，N2条件の下で反応させ

て，30~60 分間に於ける定常速度で醗苦手速度を表わした



理の場合も，無処理のものに対して約20%で同率であるが，生細胞の割合より大きい値を示し

た。乙れらを遠心して上清と沈澱画分に分けると，破砕処理の場合では遠心上清に酵素活性が

みられ，沈澱物には生細胞の割合と一致する醗酵能しかみれないが，凍結融解処理の場合では

遠心上清に酵素活性はみれず，沈澱物にも生細胞の割合と一致する醗酵能しかみられなかっ

た。しかし，凍結融解した場合，その細胞浮遊液の畷酵速度は生細胞の割合より大きく 2倍近

い値を示し，破砕処理の場合と殆んど同じ値を示すことから，畷酵に関与する酵素系の酵素群

は沈澱物にあるが，醗酵系の低分子の補酵素や他の因子が細胞外液中に遊出し，遠心したとき

上清に分けられるためと考えられる。それで、，凍結融解による死細胞に残存する酵素活性を調

E護酵過程の中間代謝物でありながら生細胞では細胞内に透過されないため醗酵でき

ないフラクトースー1，6一二燐酸(FDP)を基質として炭酸ガスの発生量を測定してみた。 FDPが

基質の場合，凍結融解細胞浮遊液の炭酸ガス発生速度は 255μ1/5minで，破砕処理細胞浮遊液

及びその遠心上清の炭酸ガス発生速度 (270，242μ1/5min)と殆んど一致した。このことから，

凍結融解によって細胞膜及び、細胞構造の破壊が起るが，丈夫な細胞壁があるために醗酵に関与

する酵素系の酵素群は外液中に遊出する乙とはなく，細胞内に残存する乙とが示唆される。

このように凍結融解による死細胞にも生細胞に比べれば非常に低いが，破砕して得られる

抽出液と同程度の酵素活性が残存する乙とが明らかである。それで，更に濃度 125~500mg/ml 

の細胞浮遊液で凍結融解処理の回数を変えたり，凍結融解5回のものに無処理のものを加えた

りして，各穏の生残率をもつような試料を作り，一方破砕して得た抽出液を適当に希釈して各
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べるため，
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第5図 凍結融解細胞及び無細胞抽出液の醗酵速度の比較

Aは凍結融解処理細胞のフラクトース 1，6一二燐酸醗酵の場合
Bは無細胞拙出液の場合。反応混液の組成，条件は第 1表に同じ
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種濃度の抽出液を作り，それぞれの FDPの畷酵速度を測定して両者の比較を試みた。 凍結融

解の場合，死細胞数の少ないものほど即ち生残率が高くなるにつれて，醗酵速度の低下がみら

れるが，死細胞数と醗酵速度との聞に直線関係は示さず，死細胞数の少ないところほど死細胞

当りの酵素活性の低下が著しかった(第5図A)。同じく抽出液の場合も，凍結融解の場合と同

一傾向を示した(第5図B)。乙のように死細胞又は破tji細胞数の少ないところほど，死細胞又

は破砕細胞当りの酵素活性が著しく低下することがみられた。

5. 生細胞の醗酵能と無細胞抽出液の酵素活性との比較

前節の実験結果から，凍結融解による死細胞にも拍出液と同程度の酵素活性が残存してい

る乙とは明らかであるが， 生細胞の醗酵能に比して非常に低い酵素活性しか示さない。 それ

で，醗酵に関与する酵素系が細胞構造の破壊のときに不活性化されるかどうかを調べるため，

125-500 mg/ml濃度の細胞浮遊液を破砕して得た抽出液を適当に希釈して，各種濃度の抽出

液を作り，グlレコ F スを基質として，その抽出液の酵素活性と生細胞の醗酵能を比較してみた。

その結果は第 6図に示す通りである。破砕抽出操作の反覆による誤差は相当大きく，常に一定
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第6図 生細胞及び無細胞抽出液の醗酵速度の比較

0:生細胞のグルコースの醗酵速度
・:無細胞抽出液のグルコースの醗酵速度

反応混液の組成及び条件は第 1:表1c同じ
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の酵素活性を有する抽出液は得られにくいが，破砕された細胞数に対してその上清に抽出され

た液の炭酸ガス発生速度をとってみると， FDPが基質の場合に比べて炭酸ガス発生速度は大き

いが，破砕細胞数と酵素活性との聞に直線関係はみられなかった。しかも， FDPが基質の場合

と同じように，破砕細胞数が少ないところほど，破砕細胞当りの酵素活性が著しく低下するこ

とが認められた。しかし，生細胞の場合には生細胞数と醗酵速度との聞に直線関係がみられ，

生細胞当りの醗酵能は一定である。このように生細胞の畷酵能が細胞数に比例し，各細胞がそ

れぞれ独立に一定の醗酵力を有するととは良く知られた事実である。従って，細胞を破砕して

得た抽出液では，各細胞の醗酵を行なう場での酵素群及び補酵素等の酵素系の濃度が細胞構造

の破壊のときに細胞外液で薄められ，そのために酵素活性の低下が起ると考えられる。また，

酵素群の一部の酵素が破砕抽出のときに不活性化されるためかもしれない。

6. プロトプラストの凍結融解の影響

以上の実験結果から，凍結融解によって細胞膜及び細胞構造の破壊が起るにも拘らず，細

胞壁があるため酵素群の遊出が妨げられるということが示唆されたので，細胞壁のないプロト

プラストでは凍結融解によって，外液中に醗酵に関与する酵素系が溶出されるであろうと考

え，その点を確かめてみた。 snailenzymeで処理して得られるプロトプラストの量を知るため

に，渉透圧が等調以上の溶液では細胞の形態を保っているが，低調な溶液(マニトー Jレを含まな

い緩衝液)では lysisしてしまう細胞をプロトプラストとみなして数えてみると，全細胞数に対

して 50-90%に当り， 処理例によってかなりの差がみられた。 乙れらのプロトプラスト浮遊

液を凍結融解すると，形態的に細胞と認められるものの数は低調溶液処理後に認められる細

胞数と同じであるから，凍結処理によってプロトプラストはすべて破壊された乙とになる。乙

の凍結融解処理の遠心上清 (6000xg，15分)には炭酸ガス発生能がみられるが， FDPに比べて

グノレコースが基質の場合の炭酸ガス発生速度は著しく低かった(第2表)。しかし， 乙の凍結融

第 2表 プロトプラストの醗酵l乙及ぼす凍結融解の影響

醗酵速度 (μICO/hr) 

誌 料 基質無添加 Iグノレコー I フラクトース
添 加|二燐酸添加

無処理プロトプラスト浮液液 (310X107 cells/ml， 905"0)** 20 17400キ 340 

凍結融解処理上清 230 360 1220 

低調溶液による破壊処理上清 180 960 1140 

無処理プロトプラスト浮遊液 (382X107 cells/ml， 52%)** 15 21400* 75 

凍結融解処理プロトプラスト浮遊液 320 1020 

凍結融解処理上清 110 230 600 

無処理プロトプラスト浮遊液 (518X107 cells/ml， 70%)** 

凍結融解処理上清 145 

ネ 1/20希釈した試料で測定したものより求めた値

** 括弧内の数値はプロトプラスト浮遊液の濃度及びその全細胞のうちのプロトプラスのパーセント

を表わす
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解処理上清の FDPの醗酵速度は低調溶液によって破壊した上清のグノレコース及び FDPの醗

酵速度と等しい値を示し， また無細胞抽出液のi易合と殆んど同程度の活性を示した(第5図参

照)。このように，プロトプラストの醗酵に関与する酵素系は凍結融解によって，細胞外液中に

溶出することが明らかである。しかし，凍結処理上清‘のグノレコースの醗酵速皮が著しく低い乙

とはグノレコ F スから FDPまでの畷酵過程の酵素群が凍結処理によって不活性化されるためと

も思われるが，恐らく遠心の際に，沈澱区分に分布されるようになり，上清に溶出されないた

めと考えられる。

IV.考察

酵母細胞にとって最も重要なエネノレギF 産生の反応系の一つである醗酵系が凍結融解によ

って障害され，醸酵能の低下がみられる乙とは良く知られた事実である。それで，酵母細胞の

凍結障害の機構を解明する一端として，乙の醗酵系が凍結融解によってどのような機序で障害

されるかを検討した。

酵母細胞の酸酵は細胞数に正比例し，各細胞がそれぞれ独立に一定の醗酵力を有する。そ

の畷酵速度は糖濃度 0.5~1O%の広い範囲にわたって， 濃度に無関係であるという事実から，

糖の醗酵速度は細胞内にとり入れられた糖の濃度によって決まり，細胞内への透過能に支配さ

れると考えられており，細胞膜が大きな役割を演じていると考えられる。この細胞膜が凍結融

解にようて影響されることは，細胞内成分の遊出が著しくなること 3)，10)及び本米透過しないた

め代謝されない物質が代謝されるようになることから仏2)示唆された。 このように凍結融解に

よって細胞膜の透過性が増大することは，細胞内に透過しないと考えられている乳糖が凍結処

理によって透過するようになること(第2図)からも支持される。 若し凍結融解処理細胞では

乳糖が吸着されるようになるためとすれば，温度によって吸着量に差を生じるはずである。実

際には， 00， 300Cでも同ーの透過する度合を示す乙とから，乙のことは否定される。また代謝

阻害剤の存在下で，グノレコースの透過する度合の経時的変化をみても，凍結処理細胞の方が透

過する度合が著しく大きいことからも細胞膜の透過性の増大が明らかである。

従って，凍結融解による畷酵能の低下は膜の透過性の問題よりも，むしろ畷酵に関与する

酵素系の障害に起因するのではないかと考えられた。そこで，この点の吟味を行なった結果，

物理的(機械的)破壊によって得た抽出液の酸酵系は凍結融解の影響を全然受けないこと(第4

図)，生細胞では透過できないため醸酵されないフラクトースー1，6二燐酸が，凍結融解細胞で

醸酵されるようになると共に，抽出液と同程度の活性を示すこと(第5図)，及びプロトプラス

トを凍結融解すると，それが破壊されて上清に酵素系が遊出されるようになること(第2表)な

どの事実から，凍結融解処理によって直接酸酵系の酵素自身が不活性化されないと考えられ

る。しかし，この抽出液に於いて，フラクトースー1，6一二燐酸の畷酵速度がグルコースの場合に

比して低く，酵素濃度が高い程著しい差がみられる(第5図B)。乙れは恐らく Hardenbreak"l 

と同じ原因によると思われる。今乙の基質が Embden.Meyerhof.Parnasschemeに従って分解

され，他に ATPaseが存在しないとすれば，フラクト{ス-1，6一二燐酸1モノレから 4ATPが過



酵母細胞の醗酵lζ及ぼす凍結融解の影響 107 

剰に生成され， ADP及び無機燐の不足を来たすことになり，従って酵素濃度が高いほど著し

く不足するはずである。乙の実験条件下では1l\~機燐酸が十分に存在しているので ADP の不足

に起因すると考えられる。 ζのように，生細胞との違いがみられることから，破砕抽出した醗

酵系が細胞内に存在する醗酵系と同一状態のものであるか否かが問題になる o 酵素活性を炭酸

ガス発生及びグノレコースの消失で測定して，生細胞の活性と抽出液の場合を比較してみると抽

出液の酵素活性は非常に低く(第 6図)，破域細胞数の少ないと乙ろ即ち抽出液の濃度の低いと

乙ろほど，酵素活性の著しい低下がみられた。このことから，抽出液の酵素活性が生細胞の酸

酵能に比して低いことは，各細胞内の酸酵を行なう場での醗酵に関与する酵素群及び補酵素等

の酵素系の濃度が細胞構造の破壊によって，細胞外液で薄められるためであるという可能性が

考えられる。 今生細胞の容積と外液が等量である 500mg/m1濃度の細胞浮遊液の場合を例に

とってみると，この浮遊液は破砕処理によって， 90%の細胞が破壊されるから，抽出液の酵素

系の濃度は生細胞内の酵素系の濃度の約47%(45/45+50キ0.474)となり， 更に試料2mlに基

質溶液 1m1を加えるので最終濃度は生細胞の酵素系の濃度の約32%(0.474x2/3キ0.316)とな

る。実際に，第6図にみられるように，乙の抽出液の醸酵速度は破砕細胞数が 18x 10' cellsで

あるから， 1150μ1/5minであった。乙の活性は反応混液中の破壊された細胞によるものである

から，それに相当する生細胞数は 18x 10' cellsで，その醗酵速度は 4770μ1/5min (265μ1/5 min/ 

10' cell x 18)となる筈である。 乙の生細胞の醗酵能が破砕処理によって，生細胞の醗酵能の約

24% (1150/4770キ0.242)に低下したことになり， 酵素系の濃度を算出した 32%に比べてやや

低い程度で，余り大差は生じない。このように，醗酵を行なう場である細胞内の酵素系の濃度

が，細胞構造の破砕によって，細胞外液で薄められるために，抽出液の酵素活性が生細胞の醗

酵能に比して低いのであって，破砕抽出操作による酵素自身の不活性は起らないのかもしれな

い。従って， 低濃度の細胞浮遊液での凍結融解による醗酵能の低下(第 1図)は醸酵を行なう

場である細胞内の酵素系が細胞外液によって薄められるためと考えられる。しかも， Lynen円

Meyerhofl1l等が報告しているビーノレ酵母と違って， 乙のパン酵母では凍結融解によって細胞

壁の破壊が殆んどみられない乙と及び細胞外液中に酵素群の遊出もみられないとと(努 1表)等

の事実から，乙の細胞外液で薄められるための影響は酵素自身が薄められるというより，むし

ろ，酸酵に関与する低分子の補酵素や他の因子が細胞外に遊出して薄められるためか，或いは

醗酵に関与する酵素群の一部の酵素の遊出によることが想像される。この点に関しては現在実

験中である。

基質の存在しない場合に，低濃度の細胞浮遊で凍結融解によって炭酸ガス発生量が大きく

なること(第 1図)は，遊出された細胞成分が生細胞の基質となることによると考えられる。こ

のことは次の実験結果(未発表)からも支持される。 代謝系は阻害しないが生細胞への基質の

透過を阻害するため，生細胞では基質を醗酵できなくなる乙とが知られている U02枠イオンを

凍結処理した低濃度の細胞浮遊液に加えると炭酸ガスの発生は殆んど完全に阻害されるという

結果からも明らかである。

上述したように，凍結融解によるパン酵母細胞の醸酵能の低下は醸酵系の酵素白身が不活
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性化されるというより，むしろ，細胞膜の破壊によって，醗酵に関与する低分子の補酵素や他

の因子或いは醸酵系の一部の酵素が細胞外に遊出し，その濃度が薄められることに起因すると

考えられる。乙の細胞膜の破壊が細胞死滅の原因であるか，結果であるかは不明で，今後更に

検討を加えたいと考えている。

終りに御指導くださった根井教授に感謝する。

V. 摘要

酵母細胞の畷酵能に及ぼす凍結融解処理の影響を基質の細胞内への透過性と醸酵に関与す

る酵素系との関連において検討した。

1. 生細胞では透過しない乳糖，フラクトース 1，6一二燐酸が凍結融解処理によって透過さ

れるようになるが，細胞壁を透過できないと考えられているイヌリンは凍結融解細胞でも透過

せず，生細胞の場合と変りなかった。乙の乙とから，凍結融解処理によって細胞壁の破壊は起

らないが，細胞膜の透過性が増大している乙とが明らかである。

2. 生細胞のグルコース醸酵は生細胞数に比例し，各細胞が独立に一定の畷酵力を有す

る。凍結融解処理を行なうと，高濃度の細胞浮遊液では生細胞数に相当する醗酵能以上の活性

がみられるが，細胞外液に醗酵に関与する酵素系のうちの酵素群の遊出はみられなかった。し

かし， snail enzymeを作用させて得たプロトプラストは凍結融解処理によって破壊され，その

酵素系が外液中に湾出されるととがみられた。

3. 生細胞では醗酵できないフラクトース-1，6一二燐酸が凍結融解細胞によって醸酵され

るようになるが，その酵素活性は死細胞数との聞に比例関係はなく，死細胞当りの酵素活性は

死細胞数が少ないほど著しい低下を示した。

4. French presser cellで破砕して得た無細胞抽出液はグjレコース，フラクト戸ス-1，6二

燐酸を畷酵することができ，その酵素活性は凍結融解処理によって全然影響を受けなかった。

またその酵素活性は抽出液の濃度に比例せず，濃度の低いととろほど著しい低下を示した。

以上の実験結果から，酵母細胞の醗酵が凍結融解処理によって低下することは，酵素自身

が不活性化されるというよりも，細胞膜の破壊によって酸酵に関与する酵素系の低分子の補酵

素や他の因子或いは一部の酵素が遊出されるようになり，それらが細胞外液で薄められるため

と推定される。
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Summary 

In order to investigate the effect of freeze-thawing upon the physiological functions 

of yeast cells， the permeability of cell membrane and the fermentation of cells were 

examined. 

1) With freeze-thawing， cells became permeable to lactose ・andfructose-diphosphate， 

which cannot penetrate cell membranes in untreated normal cells; but they did not become 

permeable to inulin. This proves some increase in permeability of cell membrane on freeze-

thawing. 

2) Normal yeast cells fermented glucose. The extent of fermentation in cell suspen-

sions was parallel to the number of viable cells contained. As a result of freeze-thawing， 

cell suspension in high concentrations showed higher fermenting activity than that corre-

sponding to the number of intact cells， but the supernatant showed no activity. This 

suggests that cells injured by freeze-thawing still retain some fermenting activity. 

3) As a result of freeze-thawing， cells changed to be able to ferment fructose-diphos-
phate. Such fermenting activity fairly decreased in low concentrations of cell suspensions， 

when compared to high concentrations. 

4) Protoplasts of yeast cells， yielded bya treatment with snail enzyme， were damaged 

by freeze-thawing. Some enzymes， which were not released from normal protoplasts， were 

released from freeze-thawed protoplasts into surrounding media. 

5) Cell-free supernatant， extracted by mechanical destruction， maintained activity 

fermenting glucose and fructose-diphosphate. This fermenting activity was not affected by 

freeze-thawing， but showed relatively less value in the lower concentration of the extract. 

As results obtained from these experiments， it was assumed that a decrease in fer-

menting activity of freeze-thawed cells might b巴 causedby the dilution of some enzymes 

andJor co-factors in intracellular enzymatic systems with surrounding media， resulting 

from damage in the cell membrane du巴 tofre巴ze-thawing.


