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乳酸菌の凍結過程における損傷に関する研究
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Although the commercial lactic acid bacterium is often preserved in a freezing state, the viable rate of the lactic

acid bacterium is reduced largely after thawing. In this study, to understand the physical damages caused by

ice crystallization during freezing for the lactic acid bacterium suspensions, the suspensions were frozen with

three different freezing rate to be observed by the scanning electron microscope (SEM). Furlhermore, it is
considered that some freezing damages of the lactic acid bacterium would be caused by osmotic pressure

alteration due to freezing concentration. So, to prove the presume, the effect of osmotic pressure alteration at

room temperature for the damage of the lactic acid bacterium was observed by direct observation with the

SEM. As the result, aggregated and compressed lactic acid bacterium between extracellular large ice crystals

were observed in the samples which were frozen at slow and medium freezing rate. On the other hand, they

could not be observed in the frozen suspension that was prepared at rapid freezing rate. Furthermore, a large

step change in osmotic pressure of the medium solution for bacterium suspension, which is considered as a

factor of freezing damage, caused shrinking of the configurations of the lactic acid bacterium.
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微生物の凍結において,細胞内氷品の生成,およ

び細胞外氷晶生成により生ずる細胞内液の脱水が致

命的であるとされる.そのため微生物の凍結後の生

残には,冷却速度が大きく影響する 1).冷却が極急
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速に進む場合は,細胞内液がガラス化することで氷

結による損傷を回避する。また緩慢に冷却される場

合は,細胞外に氷晶が生成 し細胞内液の脱水が生ず

るが,ある程度脱水が緩慢に進むことで,致命的な

損傷を回避 している.しかしながら,中間速度帯で

は細胞内氷結晶の生成および浸透圧脱水の双方が生

ずることによって致命的な損傷が生ずるとされてい

る 2)。

他方,先に述べた細胞内外の氷晶生成以外に,

微生物の凍結障害の原因として,細胞懸濁液の濃縮

によって生ずる浸透圧差による細胞の脱水収縮や ,

懸濁液の共晶生成による影響などが言及 されてい

る 3)-6)。 これまでに本研究グループは乳製品を製造

する際に使用されることの多い乳酸菌 Zαι′οろ
“

J′′夕s

滋′brνεた″sνbψ t tα′gα′たクs(以 下ιb夕′gα″た″s)に着

日し,乳酸菌の生残率に対する冷却速度,お よび最

終凍結到達温度の影響について検討を行なってきた

その結果を総合すると,乳酸菌の生残率は,懸濁液

中に共存する溶質の凍結濃縮によって生ずる浸透差

の大小に依存する可能性が示唆された 6).し かしな

がら,先の研究では氷結晶生成の影響に関する検討

が不足 していた。そこで本研究では微生物の凍結死

滅要因のひとつと考えられている,乳酸菌懸濁液内

での氷結晶の生成挙動について,電子顕微鏡を用い

た凍結乳酸菌組織標本の詳細観察を行ない,乳酸菌

の生残率に対する影響の検討を行った。さらに,凍

結濃縮による懸濁液内での浸透圧上昇が乳酸菌体自

体にどのような損傷を及ぼすか明らかにするため,

常温下における乳酸菌周囲環境の浸透圧を変化させ

たモデル実験を行い,乳酸菌の形状変化を電子顕微

鏡によって観察を行った。

材料および方法

1.供試材料

本研究には,乳製品を製造する際に使用されるこ

との多いι
“

わbα
`ブ

′′郷ル′励
“
筋 渤 ψ■ν′gα″た′s

(以下 Lbク′gα′たクs)を使用 した。独立行政法人製品評

価技術基盤機構より菌株を購入し,サ ンプルの復元

後,-90℃保管庫にて保存していたものを使用し

た.保存試料を常温解凍 し,純粋培養を行った後 ,

純粋培養 した菌液 4mlを液体 MRS培地 200ml中 に

懸濁し,69時間培養 した.定常期に入ったことを

確認 した後,直ちに乳酸菌培養液 40mlを 4℃ ,

22920g,15分 間の遠心分離にかけ,沈殿物と上澄

みに分けた.得 られた菌懸濁液沈殿物に 10mlの滅

菌水を加 え,4°C,22920g,15分間の遠心分離を行

い洗浄を行った。洗浄操作は 2回繰 り返 して行っ

た。洗浄後の乳酸菌懸濁液に 10mlの滅菌水を加

え,撹拌後,1.5mlず つマイクロチューブに分注

し,5分間遠心分離を行った。上記の手順を経て得

られた沈殿物である Lb夕′gα″た″s濃厚懸濁液約

25mlを 供試試料 とした .

2.凍結速度の違いが乳酸菌懸濁液中における水結

晶生成挙動および乳酸菌体の形状に及ぼす影響

凍結速度によって変化する乳酸菌懸濁液内での氷

結晶の生成状態を検討すると同時に,その際に乳酸

菌が受ける凍結損傷を菌体の形状変化から検討する

ことを目的に,乳酸菌体凍結標本を作製し,走査型

電子顕微鏡観察を行った。乳酸菌濃厚懸濁液約 25μL

をマイクロチューブに入れ,比較的速い凍結速度 ,

中程度の凍結速度,緩慢な凍結速度の 3種類の速度

で凍結を行った。具体的には,LN2(~196°C)5分 間

浸漬凍結処理,-90°C静止空気中 24h凍結処理,-20
0C静止空気中 24h凍結処理の 3種類の凍結を行っ

た。凍結完了後直ちに,凍結乳酸菌懸濁液を LN2に

浸漬 しながら乳鉢で粉砕処理を行い,こ の試料を真

空凍結乾燥に供 した.真空凍結乾燥では,棚温度を

-40℃から5℃ずつ段階的に上昇させていき5日 間か

けて行なった.得 られた乾燥物を乳酸菌体凍結標本

とし,走査型電子顕微鏡(HITACHI:S-4000,加速電

圧 10k、 -20kV)を用いて観察を行った。併せて,同

凍結方法の試料に生菌数測定も行った。

3.乳酸菌周辺環境の浸透圧変化が乳酸菌体の形

状に及ぼす影響

乳酸菌周辺環境の浸透圧変化の大きさを変えた場

合の乳酸菌の細胞損傷を観察するため,濃度の異な

るNaCl水溶液を用いて,3パ ターンの浸透圧変化を

させた試料を以下の手順に従って作成 した。-90℃

雰囲気下で保存されていた乳酸菌液 10μLを常温解

凍 し,ペプ トン液 90μ Lに加え 100μLの菌懸濁液 と

した。まず,浸透圧変化を与えない試料 として ,

100μL菌懸濁液に 900μ Lのペプ トン液を加えて lml

に調整 して作成 した(Control).次 に,小 さな浸透圧変

化を与える試料(Samplel)を ,以下の手順で作成 した

すなわち菌懸濁液 100μ Lを 1%塩水溶液に4分間浸
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漬させ,続 けて全量を 5%塩溶液に 2分間浸漬 した .

それ以降,10%,15%,20%,の 各濃度塩溶液 100μ L

に段階的に 2分間ずつ浸漬 し,最後に 23.3%NaCl溶

液 100μLに 3分間浸漬 し作成 した。最後に,大 きな

浸透圧変化を与える試料(Samplc2)を 作成 した。すな

わ ち ,100μLの 菌懸濁液 を共晶点飽 和濃度 の

23.3%NaCI水溶液 100μLに一気に浸漬させ,2分間

保持後,全量を再び共晶点飽和濃度 23.3%NaCl水溶

液 100μ Lに 3分間浸漬させ作成した。その後直ちに

各塩溶液に浸漬 した乳酸菌懸濁液を,4°C下にて 2%

グルタルアルデヒド溶液で固定し,50%,75%,99%
のエタノールで段階的に脱水 し,シ リカグルを入れ

たデシケーター内にて真空引きを行いながら2日 間

乾燥させた。これを観察用試料とし,走査型電子顕

微鏡観察に供 した .

結果および考察

1.凍結速度の違いが乳酸菌懸濁液中における氷結

晶生成挙動および乳酸菌体の形状に及ぼす影響

Fig.1に 乳酸菌懸濁液の凍結履歴を示す。また Fig.2

に凍結速度を変えた乳酸菌懸濁液凍結標本の電子顕

微鏡写真を示す。Fig.2-a,Fig2-b,Fig.2-cは各凍結の

ib“′ν″た″s懸濁液断面の全体画像であるが,LN2凍

LN=  一一=  -90°C  ――  -20°C

――――■―――
―

―――■一 ―=

‐―

十

１
二

Fig. 1. 
′
rclllpcraturc pro■ les of the suspcnsion of Z.

ら″ノgα″ブσ″s during :[eezing; black linc shows

llcezing in LN2.′ rhC dOublC line ShOWS ireeZing at

‐90°C.Thc dottcd linc shows ieezing at-20°C.

結試料では乳酸菌体の外に明らかに氷結晶痕と考え

られる空隙は見られず,菌が均一に分散 している様

子が観察された。その一方で,-900C凍結や-20°C

凍結試料では,乳酸菌体の外に氷結晶痕と考えられ

る空隙(図中矢印部分)が存在 し,-20°C凍結試料の方

がより大きく広がっている様子が観察された。さら

に,高倍率観察によって取得 した Z.bαなα′た
“
sの画

像を Fig.2-d,Fig.2¨ e,Fig.2-fに 示す。

-90°C凍結及び-20°C凍結によって生成 した細胞

外氷結晶の間隙に,乳酸菌体が密集 している様子が

観察された。-20°C凍結試料においては,それが顕

著であり,菌体同士が癒着 している様子が観察され

た。その一方で,-90° C凍結試料では菌同士の癒着

Fig. 2. SEM images of the suspension of L.bulgaricus frozen in the Liquid Nitrogen (a)(d), in the air at -90'C (b)(e), and in the air
at -20"C (c)(f). 1000 Magnifications, Bars: 3Opm (a)(b)(c), 5000 Magnifications, Bars: 6.0pm (d)(eXt).
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は見られなかった。また,同凍結条件において生菌

数測定(n=2)を 行った。その結果,生残率の高いもの

から順に,-90°C凍結(73.1%)>LN2凍結 (54.8%)>
-20°C凍結(5.6%)と なった。なお,生残率の算出は,

Controlの 生菌数に対する凍結解凍試料の生菌数の

割合とした。‐20°Cか ら-40°Cと いう比較的高い温度

は微生物保存温度として相応 しくないことは広く認

識されているが 7),本実験の結果より,-20°C凍結に

おいて大幅な生菌数低下を生 じさせ る要因は ,

SEM画像で観察された細胞外氷結晶の生成による

菌の凝集進行の結果,菌同士が癒着 し菌体表面の損

傷が生じることであると考え

られる.一方で, LN2凍 結において生残率が減少 し

た理由としては,細胞内氷結晶が生成することによ

る菌体の損傷の影響が考えられるが,現時点では不

明であり,今後菌体内部の観察も必要がある.

2.乳酸菌周辺環境の浸透圧変化が乳酸菌体の形状

に及ぼす影響

NaCl水溶液を用いた凍結中の浸透圧変化のモデ

ル実験における,各乳酸菌懸濁液内での塩類モル濃

度の変化を Fig3に示 した。また,その際の乳酸菌体

の SEM観察画像を Fig.4に載せた。浸透圧変化を

Samplcl

Saniplc2

Contol

2(X) 4α)   6(X)

Time(S)

8∞   1∞ 0

Fig. 3. The changes of NaCl molar concentration in
liquid suspen sion of L. bulgaricus.

生 じさせていないコントロールの試料と比較して ,

浸透圧変化を生じさせた試料では,菌体が全体的に

小さく収縮 しているような像が観察された .

加えて,菌体表面にしわが生 じている様子や菌体

の一部が大きく変形 している様子も観察された.こ

れらの変形・損傷は,Samplelよ りも,濃度変化が大

きい Sample2で より顕著に確認された.これらの結

果を総合すると,浸透圧変化が大きくなると,菌体

からの浸透圧脱水がより大きく進行 し,菌体全体を

収縮させ,なおかつ菌体の表面,すなわち菌体の細

胞膜の損傷を生じさせていると推測されるが,詳細

についてはより検討を行 う必要がある.

今
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Fig. 4. SEM image of L.bulgaricas exposed to changes in osmotic pressure; Control (a)(d),Sample1(b)(e), and

Sample2 (c)(l). 10000 Magnifications Bars: 3.0pm (a)-(c). Enlarged figure of (a), (b), and (c), Bars: 6.0pm
(d)-(0
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ま と め

乳酸菌 ibγ′gα′たクsの凍結損傷要因の 1つ とされ

る氷結晶の状態を明らかにするために,凍結速度を

変えた凍結乳酸菌の形状観察及びその際の生菌数測

定を行った。その結果,-20℃凍結乳酸菌においては,

細胞外氷結晶によって氷結晶間に圧縮された乳酸菌

同士の癒着が見られ,生残率も大幅に低下していた .

併せて,凍結損傷要因の 1つである浸透圧変化の影

響を検討 した結果,浸透圧差が大きいほど,菌 自体

が縮小 し,細胞表面のしわが目立ってきていること

が観察された。以上より,ι .ら″′gα′た″sは凍結過程に

おける細胞外氷結晶による菌自体の凝集及び,凍結

濃縮に伴 う浸透圧変化による脱水の双方が死滅の要

因であるとされてきた説を裏付ける証拠を示すこと

が出来た。
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