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Tadashi ARAKI 1969 The Infiuence of Freeze-thawing on the Pasteur Eff巴ctin Baker's 

Yeast. Low Tenψerature Science， Ser. B， 27. (With English Summary p. 40) 

酵母細胞に於けるパスツール効果

に及ぼす凍結融解の影響*

荒木 中
パ二弘、

(低温科学研究所)

(昭和44年 9月受理)

I.緒盲

酵母細胞が，障害の度合は処理条件で多少違っても，凍結融解によって何んらかの細胞障

害を受けることは良く知られた事実で、ある。この凍結処理による細胞障害の機序を明らかにす

るため，エネルギーを産出する代議j系に及ぼす凍結融解の影響について，著者は細胞の構造と

機能という観点から一連の実験を試みてきた。

前報1)に於し、ては，酵母細胞の醗酵系の凍結障害を調べ，醗酵能が凍結処理によって低ド

することを報告した。 この磁酵能の低下は醗酵系の酵素群が直接凍結障害を受けるのではな

く，細胞膜の半透性が失なわれた結果として，細胞内の醗酵系に関与する因子が細胞外液で薄

められることによるものと推論された。しかし，生細胞は細胞膜と細胞内部での諸機能との兼

ね合いで生命が縦持されるものであるから，障害を受けた細胞膜も細胞内部機能の相補的働き

で修復されることも考えられる。従って，凍結による細胞障害については，細胞膜の障害と細

胞内部構造に由来する機能の障害との関連に於し、て検討されねばならない。そこで，細胞の内

部構造が凍結処理によって，どのような影響を受けるかを先ず最初に調べる必要がある。

細胞内では種々の代謝系が調節制御されており，その一つにパスツール効果というエネル

ギーの産出に欠くことのできない代謝系の調節現象がある。これは好気的条件のもとで，醗酵

(嫌気的解糠)が呼吸によって開害される現象であり，最近では，細胞内構造物であるミトコン

ドリアに内在する呼吸系と細胞膜の内側に存在する醗酵系との問に起る補酵素 (AMP，ADP， 

ATP)やクエン酸によるアロステリックな反応制御であるとされている2ーへ このパスツール
効果が酵母細胞では 780Cの凍結処理で消失すると報告6)されていることから，細胞内のミト

コンドリアの呼吸系(酸化的燐酸化反応)が凍結障害を受けるためであろうと著者は想像した。

そこで，本実験では，細胞に内在するミトコンドリアに注目して，酵母細胞及び再構成し

た無細胞系に於けるパスツール効果の凍結障害の機構安調べた。

11. 材料及び方法

細胞浮遊液: 市販のパン酵母(日甜イースト)を O.OlM燐酸緩衝液 (pH5.8)に浮遊させ， 28
0

C 

で24時開通気培養した。 この飢餓細胞を 0.01M燐酸緩衝液で3回遠心洗条してから O.5Mソ
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ルビットを含む 0.01M燐酸緩衝液文は燐酸緩衝液のみにて湿重量で濃度 50%の細胞浮遊液を

作り，この細胞浮遊液を適宜に希釈して実験に供した。

無細胞抽出液の調製 5mMニコチン酸アミドを含んだ 0.01M燐酸緩衝液 (pH5.8)に浮遊さ

せた細胞(湿重量， 50%)を前報1)の方法で破砕し，その遠心上清 (100，000xg，30分)を OoCの

1，000倍量の蒸溜水中で、 90分間透析したものを無細胞抽出液として用いた。

ミトコンドリアの調製: 上記の飢餓細胞を 0.14M 2メルカプトエチルアミンと 0.04Mエチ

レンヂプミン四酢酸 (EDTA)を含む溶液に浮遊し， 280Cで 30分間静置して細胞壁を脆弱化

した後，遠心して集めた予備処理細胞を湿細胞量で、濃度 100mgjml になるように 1Mソルピッ

トを含むO.01M燐酸緩衝液 (pH5.8)中に浮遊させた。これに細胞壁j容解酵素 (LIndustrieBiol-

ogique Francaise， Sein， Franceの Sucdigestif d'Helix pomatia stabilise)を最終濃度0.5%

になるように加えて， 280Cで31時間撹伴しながら反応させ，細胞壁を溶解させてプロトプラス

トを形成させた。このプロトプラストを Stekhovenの方法7)に従って処理し，酵母ミトコンド、

リアを調製した。

肝臓ミトコンドリアはネズミの肝臓を 0.44Mソルビット， 1 mM EDTA， 0.05%血清アル

ブミンを含む O.01Mトリス塩酸緩衝液 (pH7.4)中で*[[1片に切りきざみ， ホモゲナイザーで破

壊することを除いて Whittakerの方法8)によって調製した。

浮遊液中のミトコンドリア濃度を表わすために， ミトコンドリアの蛋白質含量をビウレッ

ト法で測定し，血清アルブミンを標準溶液としてその蛋白質濃度を求めた。

凍結融解処理. 緩慢凍結の場合は中試験管に入れた試料 1mlを予め -30Cに冷却しておいた

アルコーノレ槽中で植氷して凍結させた後， 冷却速度 OSCj分で -400Cまで除々に温度を下げ

た。凍結温度を一定にするため，この凍結試料を液体窒素に浸してその温度まで冷却させた。

急速凍結の場合は内径3cmの平底アルミニユウム缶に試料 1mlを入れ，それを液体窒素中に

直接浸して急、速に凍結させた。凍結処理後，いずれの試料も 30
0Cの温水にて娠澄しながら急

速に融した。また，反覆する場合は上記操作を繰り返して行なった。

醗酵能及び呼吸能測定・ ワールフ守ルグ検圧計を用いて， 280Cで好気又は嫌気条件下に於いて

発生する炭酸ガス量及び酸素の吸収量を測定した。好気条件の場合は大気中で，嫌気条件の場

合は窒素ガスでガス交換を行なってから， 恒温槽中で 10分間溢度平衡を行ない反応、を開始さ

せた。また， .B IJ にミトコンドリアの呼吸を調べるためには，萩原の方法的に従い半密閉型の I~l

記呼吸酸素測定装置(柳本製)を用いて， 25
0Cでの酸素の吸収量を測定した。呼吸調節率及び

ADPjO比は Chanc巴andWilliamsの方法10)に従って，ポーラログラムから計算して求めた。

呼吸調節率 (RCR)は ADPが存在しないときの呼吸速度(定常状態IVのl呼吸)に対する ADP

が存在するときのl呼吸速度(定常状態 IIIの呼吸)の比で表わした。 また， PjO比に等価の

ADPjO比は添加された一定量の ADPが消費つくされるまでの酸素吸収量に対する添加 ADP

量の比で、表わした。

生残率測定 無処理又は処理した細胞浮遊液をそれぞれ適当な濃度まで希釈し，その一定量

に麦汁寒天培地を注加して平板橋養し， 30
0Cで48時間後に認められる集落数を数え，無処理

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

凍結融解酵母細胞の呼吸能及び醗酵能

燐酸緩衝液に浮遊した細胞の無処理又は凍結融解後の呼吸能及び懸酵能をそれぞれの酸素

吸収及び炭酸ガス発生で測定した結果を第 l表に示す。無処理細胞の場合，無酸素条件下での

醗酵能 (Q6u)は216.4であるが，好気条件下では，その躍酵能が抑制されて 112.5(Q詰，)に減

少すると共に 41.3の呼吸能 (Qo，lを示した。 この細胞の呼吸に影響しない範聞の濃度のノミラ

ニトロフェノールが存在するとき，好気的騒酵能 (m¥5"，lは 112.5から 203.3に増大し嫌気的職
酵能 (Q6u.，lに殆んど等しくなった。 従って， 醗酵が呼吸によって問害又は抑制されるという

パスツール効果がみられた。

第1表 酵母細胞の嫌気的又は好気的震発酵及び呼吸に及ぼす
凍結融解の影響(燐酸緩衝液に浮遊した場合)

生残率
添加した硝酸 嫌気的醗醇 好気的醗酵 (Qs¥j，l 呼吸

凍結条件 ウラニュム
(Qgo) ノミラートロ 7

の i設 度* 11¥¥添加 ェノー け."d.二 -hn (QoJ 

216.4 112.5 203.3 41.3 
無処理対照 100 

1.25 X 10-3 M 3.6 2.1 0.2 

緩慢凍結 90 192.1 101.4 172.1 34.8 

119.3 61.2 114.4 24.0 
急速凍結 55 

日X10-3 M 4.9 5.1 0.6 

13.6 13.5 13.7 3.7 

急速凍結 5回 <2 5xlO-3M 15.8 16.1 1.8 

10-2 M 9.7 9.5 1.2 

それぞれの備は糠存在下での醗酵及び呼吸から自己醗隣及び呼吸を差し引し、て Q(炭酸ガス発生量又は

酸素吸収量 μl/hr/mg乾燥重量)として算出した
* 凍結融解処理f炎上記波度の硝酸ウラニユムを添加させてから醗酵及びi呼吸を測定した

このような酵母細胞を緩慢又は急速に凍結し， 融解後の生残率を増殖能で、調べると各々

90%又は 55%に減少した。緩慢凍結の場合では，嫌気的醗酵能，好気的醗酵能及び呼吸能は

それぞれ 192.1，101.4， 34.8に減少し， 無処理対照の活性に対して約90%の活性を示した。し

かも，パラニトロフェノールが存在すれば好気的醗酵能も 172.1に増加し，丁度90%の生存細

胞が正常細胞と同じようなノミスツール効果を示すようにみえた。また，急速凍結の場合でも，

嫌気的醗酵能が 119.3に減少すると共に好気的醗酵能及び呼吸能も 61ム 24.0に減少し， 対照

に対して約 55%の活性を示した。 この好気的醗酵能もパラニトロフェノールが存在すれば，

醗酵能が 114.4Vこ増大し， 嫌気的醗酵能にほぼ等しくなり， 一見して， 55%の増殖できる細

胞のみが正常細胞と同じようにパスツール効果を示し， 残り 45%の増殖できない細胞は際静

能及び呼吸能を殆んど示さないようにみえた。しかし，正常細胞の嫌気的又は好気的醗酵能を

3.6， 2.1と殆んど阻害する硝酸ウラニュウムを急速凍結処理後に添加した場合， 嫌気的又は好

気的強酵能は非常に小さいが， それぞれ4.9，5.1と等しい値を示し，パスツール効果がみられ
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なかった。この硝酸ウラニュウムは殆んどの細胞が障害を受けているような急速凍結5回処理

試料の醗酵能を全く陀害しないことから，醗酵系そのものを阻害しないが，基質の細胞膜透過

を問答すると考えられる。従って，硝酸ウラニュウム存在下での蔽酵及び呼吸は細胞膜の半透

性を失うような障害を受けた細胞に由来すると考えられ，そのような障害細胞ではパスツール

効果も消失すると思われる。このように，障害細胞ではパスツール効果を示さないことは急速

凍結を5回繰り返した試料で明瞭に認められた。急速凍結5回処理細胞では，硝酸ウラニュウ

ムが存在しなくても，好気的醗酵能と嫌気的醗酵能とが殆んど等しい植を示し，各々 13ム13.5，

であった。 また， パラニトロフェノールを添加しても醗酵能の増加は認められず， 13.7であ

った。従って醗酵の呼吸による阻害現象が凍結融解によって消失することが明らかであり，細

胞内のミトコンドリアが凍結によって障害を受け，パラニトロブェノールの添加の場合と同様

にミトコンドリアの酸化的燐酸化反応がアンカップリング (uncoupling) されることが想像さ

れた。

次tこ，細胞内のミトコンドリアの障害が凍結による直接的な障害で、あるかどうかが問題と

なる。凍結融解によって細胞膜の半透性が失なわれると，細胞内の惨透濃度が細胞外液と等し

い低調な惨透濃度になり， ミトコンドリアが低謂なi参透濃度の溶液に曝らされるため，障害を

受けることが考えられる。このJ誌を検討するため，凍結による細抱障害に対して保護効果のな

いソルピットを用い， 0.5Mソルピット燐酸緩衝液に細胞を懸濁してから凍結処理を行なった。

第2表に示すように， 0.5Mソルピット燐酸緩衝液に懸濁しただけの無処理細胞の醗酵能及び

l呼吸能は 56.0，23.9で，燐酸緩衝液に浮遊した無処理細胞の場合(第 1表参照)に比較して活性

は小さかった。この好気的醗酵能はパラニトロフェノールの添加によって 95.7まで増大するこ

とから，パスツール効果のあることが明瞭に認められた。しかし，急速凍結を5回繰り返した

処理細胞では， 醗酵能はパラニトロフェノールを添加しでも増加せず， 11ム12.0とほぼ等し

い値を示すので，凍結によるパスツール効果の消失が認められた。

第 2表 酵母細胞の醗酵及び呼吸に及ぼす凍結融解の影響

(0.5 M ソノレピット燐酸緩衝液に浮遊した場合)

ヨミ 残 率 好気的醗酵
凍結条件

4旺 添 力日
/ミラニトロフェ
/ 戸ー ノレ

無処:思対照 100 56.0 95.7 

急速凍結 5 回 <2 11.2 12.0 

際自手及び呼吸はソノレビットが存在する以外は第 1'表と同一条件下で測定した

ミトコンドリアの凍結障害

呼吸

(Qo，) 

23.9 

2.5 

酵母細胞に於けるミトコンドザアが凍結融解によってどのような障害を受けるかを調べる

ため，細胞内よりミリコンドザアを分離し，そのミトコンドリアの構造と密接に関連した機能

として 9 酸化的燐酸化反応及び呼吸調節機能をポーラグラフ法で測定した。第 1図にその一例

を示すと，酵母ミトコンドリアに基質としてコハク駿を加えた場合，呼吸速度が著しく増大す

るが，更に ADPを添加しても呼吸の促進は殆んどみられず，呼吸調節率は1.2と非常に低か
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った。 酸化的燐酸化能 (ADPjO比)も低く1.3であった(曲線 A)。 基質が小ケトグルタル酸

の場合は ADPの添加によって呼吸の加速がみられ， ADPが消費されると呼吸は減速し，呼吸

調節率は基質がコハク酸の場合より高く 3.7であった。 ADPjO比は 2.07であった(曲線 B)。

このような酵母ミトコンドリアを急速凍結処理すると，呼吸調節率及びADPjO比は各々 2.8，

1.89に低下したが，定常状態 III(基質と ADPの存在)の呼吸速度は無処理対照のものと殆ん

ど変らなかった(曲線 C)。一方，酵母ミトコンドリアを緩慢凍結処理すると，呼吸調節率及び

ADPjO比はそれぞれ2.5，1.8に低下した(曲線 D)。 いろいろな実験例をまとめて第3表に示

すと酵母ミトコンドリアは凍結処理によって呼吸調節能の低下及び‘酸化的燐酸化反応のアンカ

ップリングが引き起こされ，その凍結障害の度合は急速凍結の場合より緩慢凍結の場合の方が

第 1図 酵母ミトコンドリアの呼吸調節能及び酸化的燐酸化

反応に及ぼす凍結前1t1鮮の影響

無処理又は凍結処理ミ lコンドリア (Mw;0.65mg蛋白質)を反応混液に矢印の

ところで加えた後，基質及び ADPをそれぞれの矢印のところで加えた
反応i昆液 (pH6.5)は 0.65M ソノレピット， 10mM燐自主緩衝液， 10mMトリスーマレ
イン駿緩衝液， 0.1 mM  EDTA， 10 mM  KCl から成る
A， B:無処理対照， C:急速凍結， D:緩慢凍結

凍結条件

無処迎対照

第 3表 無処理又は凍結処理酵母ミトコンドリアのi呼吸能と

2ま

呼吸調節率及びP/O比

質 Qo， (定常状態 III)* 呼吸調節率同

0.20~0.27 0.9~ 1.4 

3.0~3.7 

P/O比料*

1.1 ~ 1.5 

1.9~2.2 

急速凍結

緩慢凍結

コハタ自室

町四ケトグノレタノレ酸

日ーケトグノレタノレ酸

小ケトグノレタノレ酸

0.36~0.43 

0.33~0.46 

0.35~0.45 

2.2~2.8 1.6~ 1.9 

1.8~2.5 1.4~ 1.8 

* Qo， (定常状態 III)は基質及び ADP存在下での呼吸速度で μatomsO2 とりこみ/分/mg蛋由貿
で表わした

林 呼吸調節率 (RCR)=定常状態IIIの呼吸速度÷次の定常状態 IVの呼吸速度
同水 P/O比は ADP/O比て‘表わした
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僅かであるが大きい傾向がみられた。この傾向は第2図に示すように，ネズミの肝臓から調製

したミトコンドリアの場合で明瞭に観察された。肝臓ミトコンドリアでは，基質がコハク酸の

場合でも ADPの添加によって顕著な呼吸の促進がみられ， ADPの消費と共に呼吸が減速さ

れ，高い呼吸調節率 (RCR=4.9)を示し，ADPjO比も1.92と高かった(曲線A)。この高度の

呼吸調節能を示す肝臓ミトコンドリアを急速凍結処理すると，定常状態IIIの呼吸速度は無処

理対照の場合と変りないが，定常状態 IVの呼吸速度が無処理の場合より大きいので低い呼吸

調節率 (RCR=2心に変化した。 また，一定量の ADP添加による定常状態IIIの呼吸の持続

時間 (02消費量に相当)が長くなり ，ADPjO比は1.46に低下し，酸化的燐酸化反応のアンカ

ップリングが明らかであった(曲線B)。緩慢凍結処理した肝臓ミトコンドリアでは呼吸調節が

著しく悪くなり ，ADPjO比も算定できないほど低く，急速凍結の;場合より障害の度合が大き

かった(曲線 C)。このように細胞から遊離したミトコンドリアでも，その構造に関連した機能

が凍結融解によって障害を受けることが明らかになったので，細胞内のミトコンドリアでも凍

結によって直接的な障害を受けることが想像された。

第 2図 肝臓ミトコンドリアのl呼吸調節能及び酸化的燐酸化

反応、に及ぼす凍結語生鮮の影響

1!l~処理又は凍結処理ミトコンドリア (Mw， 2.64mg 蛋由貿)を反応混淡に矢印の

ところで加えた後，基質及び ADPをそれぞれの矢印のところで添加した

反応混液 (pH7.4)は 0.25Mソノレピット， 10mM燐酸緩衝液，1OmMトリス温酸

緩衝液， 10 mM  KCl， 0.2 mM  EDTAから成る

A:無処辺対照， B:急速凍結， C:緩慢凍結

無綿胞系のパスツール効果に対する凍結融解の影響

ミトコンドリアの凍結障害に起因して細胞に於けるパスツール効果が消失することを確か

めるため，細胞から分離したミトコンドリアと醗酵系の酵素1fcsを含む抽出液から成る無細胞系

を用いて，その検討を行なった。酵母細胞から調製した醗酵系の酵素群を含む無細胞抽出液に

基質を加えて騒酵を行なわせ，それに肝臓から分離した活性の高いミリコンドリアを添加する

と，その搬酵が抑制された。即ち， Gatt乱ndRack巴rll)も報告しているように， この再構成し
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た無細胞系で、明らかなパスツール効果が認められた(第 3悶)。これに反して，無細胞抽出液にパ

ラニトロフェノールを予め加えておけば，無処理ミトコンドリアを添加しでも，抽出液の醗酵

系による炭酸ガスの発生速度は

何んらの影響も受けなかった。

一方，急速又は緩慢凍結処理し

たミトコンドリアを添加した場

合，パラニトロフェノールが存

在すれば，無処理対照のときと

同様に抽出液の炭酸ガスの発生

速度には何んの影響も受けない

が，パラニトロブェノールが存

在しなければ，いずれの凍結処

理ミトコンドリアでも炭酸ガス

の発生速度が無処理対照のとき

より大きくなり，処理ミトコン

ドリアによる醸酵の抑制度が小

さくなった。このように，凍結

融f符したミトコンドリアではパ

スツール効果の低下することが

みられた。

IV.考察

凍結による酵母細胞に於け

るパスツール効果の消失が細胞

内のミトコンドリアの凍結障害

に起因することは，再構成した

無細胞系に於ける添加ミトコン

ドリアの呼吸による醗酵の問害

::: 800r .d...-$ S.F. 
ユ/...-...-⑩ R.F. 
N 

O 
() 
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第3図 蒋構成した無細胞系でのバスツーノレ効果

に及ぼす凍結融解の影響

透析した無細胞抽出液 (22.4mg蛋白質)を含む反応潟液 (pH

7.4)に肝臓ミトコンドリア (Mw，13.2mg蛋白質)を矢印のと

ころで添加した

パラニトロフェノーノレ (PNP)存在 0;無処理対照，急速凍
結及び緩慢凍結(同一曲線j

バラニ lロフェノーノレ不在 e，無処理対照;()，急速凍結;
(f)，緩慢凍結

が， 無処理のミトコンドリアよりも凍結処理ミトコンドリアの方が弱L、とし、う事実(第 31割、

からも認められよう。 本実験では， この再構成した無細胞系に， 呼吸調節率及び ADPjO比

が{尽く且つ収量の思い酵母ミトコンドリプの代りに，活性の高い肝臓ミトコンドリアを使用し

た。しかし，両ミトコンドリアとも凍結融解によって障害の度合は異なっても向ー傾向を示す

こと(第 1，2図)から， 酵母ミトコンドリアを用いても凍結処理ミトコンドリアによる騒酵の

阻害度が減少することは容易に想像されるところである。このようなパスツール効果の消失が

凍結融解による細胞内のミトコンドリアの酸化的燐敵化反応のアンカップリングによることは

明らかであるが，凍結処理によってどのような機序でアンカップリングがおこるかは今後検討

すべき重要な問題である。
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障害細胞ではパスツール効果が殆んど完全に消失するのに反して，凍結処理ミトコンドリ

アを用いて再構成した無細胞系では，パスツール効果の消失はパラニトロフェノールを加えた

場合ほど完全ではなかった。このことは， ミトコンドリアの酸化的燐酸化反応がホスホリパー

ゼ Aによって数分以内に完全にアンカップルされるという報告12)のように， 細胞内では凍結

障害に伴ってホスホリパーゼ Aのような分解酵素が活性化又は反応できるようになり， その

結果，完全なアンカップリングがおこるためかもしれない。また，細胞に内在するミトコンド

リアと遊離したミトコンドリアとでは，その置かれる環境条件が違うため，凍結障害の受け方

が違うのかもしれない。これらの点に関しては更に今後の検討に倹ねばならないが，パン酵母

ではホスホリパーゼ Aの活性が小さいという報告13)と， 凍結融解直後及び 150Cで30分間放

置後の処理細胞ではパスツール効果に差が認められない事実とを考え合せれば，凍結障害に伴

うホスホリパーゼ Aの活性化又は反応化によって極めて早い速度でミトコンドリアのアンカ

ップリングが引き起されるとは考え難い。

酵母細胞では凍結過程での冷却速度が大きい程障害を受け易いのに反して，遊離したミト

コンドリアでは急速凍結より緩慢凍結による障害の方が大きかった。 Lusenal4)も遊離したミト

コンドリアでは緩慢凍結による障害が大きいことを報告している。この凍結速度による樟害の

餌向の違いを説明するためには，細胞内のミトコンドリアと細胞から分離したものとが同じ態

度をとるものかどうかの問題は残るが，両者の間にはミトコンドリアの周りの溶液の質的相異

及びそれを取り囲む細胞膜の有無という環境条件の違いを考慮しなければならない。 根チi二15.16)

や MazurI7，18)は酵母細胞に於ける凍結障害の形態的機能的観察から，急速凍結の場合には，冷

却j速度に対応する細胞水分の脱水速度が細胞膜の水に対する透過性より大きいために細胞内部

に氷品が形成されるようになることを示唆している。また， Trumpl9)らは凍結融解した組織細

胞の電子顕微鏡的観察で，緩慢凍結より急速凍結の方が*III胞内のミトコンドリアの破壊又は膨

潤化が起り易いことを報告している。凍結の際には，遊離したミトコンドリアでは周りが直接

氷品に接するのに対して，細胞内のミトコンドリアでは細胞膜の存在によって氷晶に曝らされ

難くなるという違いが考えられるし，また， ミトコンドリアの周りの溶液の濃縮による害は，

両者で多少違うことも考えられる。

このような細胞内のミトコンドリアの凍結障害によるパスツール効果の消失を細胞の生死

と直接関連づけることはできないが，少なくとも，パスツール効果のような代謝調節機能が凍

結融解によって障害を受ければ，異常になった代謝は回復することがでず，やがて死に至るこ

とが想像されるであろう。

v.摘婆

酵母細胞の凍結障害の機序を明らかにするため，細胞に内在するミトコンドリアに注目し

て細胞に於けーる代謝調節機能の 1つであるパスツール効果に及ぼす凍結融解の影響を調べた。

酵母細胞は凍結融解によって障害を受け，その障害細胞では嫌気的援酵能と好気的醗酵能

が殆んど等しい値を示し，パラニトロフェノールの存在下でも醗酵能の増加，期ち，呼吸によ

る醗酵の組害が認められないことから，パスツール効果の低下することを知った。
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細胞から分離したミトコンドリアも凍結融解によって障害を受け，呼吸調節能の低下と酸

化的燐酸化反応のアンカップリングが認められた。

遊離ミトコンドリアと醗酵能を有する無細胞地出液とから成る再構成系でもう凍結融解に

よってミトコンドリアの呼吸による醗酵の間害度が減少すること，即ち，パスツール効果の低

下がみられた。

以上の実験結果から，凍結融解によるパスツール効果の消失は，恐らく細胞内部の氷品形

成によりミトコンドザアが障害を受けるためであろうと推定された。
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Summary 

The Pasteur e任巴ct，which represents th巴 respiratoryfunctions which con trol the 

cell fermentation， was examined to elucidate th巴 mechanismof lllJury to yeast cells 

resul ting freeze-thawing. 

By fr巴巴ze-thawing，the rate of exog巴neousfermentation and respiration of the cells 

suspend巴din phosphate bu任erwith or without 0.5 M sorbitol was r巴ducedin accordance 

with the decrease in the rate of cell survival. However， the rate of a巴robicfermentation 

in th巴 cellsinjured by freeze-thawing was not increas巴dby an addition of p-nitroph巴nol

and a loss of the Pasteur e妊巴ctwas observed in those injured cells. In isolated mito昨

chondria， oxidative phosphorylation and th巴 respiratoryr巴gulatingfunction were damaged 

by freeze-thawing. The Pasteur e妊巴ctin a reconstruct巴dsystem consisting of iso!ated 

mitochondrion and cell-free extract was also released by freeze-thawing. 

From thes巴r巴sultsobtained above， it can be said that th巴 rel巴aseof the respiratory 

inhibition in the fermentation may have resulted from som巴 lllJuriessustained by mito-

chondria， probably caus巴dby th巴 formationof ice crystals within the cells. 


