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Effect of lyoprotectants on the survival rate of freeze-dried lactic acid bacteria was investigated. 
Freeze-drying and preservation of the bacteria with disaccharides (sucrose and trehalose) and 
bovine serum albumin (BSA) achieved much higher survival rates than that with dextrin. In 
addidtion, the disaccharide-BSA mixtures showed synergistic effects on stabilization of freeze-dried 
cells. This result was similar to the stabilization for freeze-dried enzyme. It was suggested that 
water replacement effect of lyoprotectants was more important than glass transition effect.  
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緒     言 

 
 凍結乾燥乳酸菌は食品分野で広く利用されている

が，菌株によっては凍結乾燥並びにその後の保存過

程で死滅するため，様々な保護物質の利用が検討さ

れている． 
凍結乾燥乳酸菌に対する保護メカニズムは酵素の

場合と同様に考えられており，主に水置換効果（保

護物質が対象と水素結合を形成し，水の代替として

構造を安定化）とガラス転移効果（保護物質がガラ
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が期待される． 
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移特性に優れているにもかかわらず，保護効果は低

いことが知られている 4)．これは，セグメント間（MD
分子間）の絡み合いによって酵素との水素結合形成

が阻害され，水置換効果に劣るためと理解され，乳

酸菌に対しても同様であったと考えられる 7, 8)． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
本保存条件では，前述したようにトレハロース試

料はガラス状態に，スクロース試料はラバー状態に，

それぞれ置かれていた．ガラス転移効果を考慮する

と，前者に高い生存率が期待される．しかし，両者

の生存率に有意差は無かった．以上の結果より，凍

結乾燥乳酸菌の安定化においては，ガラス転移効果

よりも水置換効果の方が支配的であると考えられる．

但し，ラバー状態での長期保存は結晶化のリスクを

伴う．保護物質の結晶化によって水置換効果は消失

するため，ガラス状態での保存の方が望ましいとい

える． 
BSA 試料は，スクロース試料と同様に高い生存率

を示した．BSA は球状タンパク質であり，MD のよ

うな立体障害による水置換効果の阻害の可能性は低

いと考えられる．また，BSA 表面に存在するアミノ

酸の側鎖が，水素結合だけでなく，静電的相互作用

や疎水的相互作用として乳酸菌の構造維持に働きか

ける可能性も考えられる．事実，アルブミンは多く

の電荷を持ち（pH 7 のとき，1 分子あたり 185 イオ

ン），脂肪酸を包埋するための疎水領域も有している

9)．更にアルブミンは抗酸化作用を持つことも知ら

れており 10)，保存過程における酸化ストレスの低減

効果も期待される． 
二糖（スクロースおよびトレハロース）と高分子

（MD および BSA）との混合添加が凍結乾燥乳酸菌

の保存後の生存率に及ぼす影響を Fig.2 に示す．二

糖-MD 混合系は二糖を単独で用いた場合の効果と

大差は無かった．一方，二糖-BSA 混合系は，それ

ぞれを単独添加した場合より高い生存率を示した．

このことは，二糖と BSA との混合により，相乗保

護効果が生まれることを意味する．先述の通り，

BSA には静電的相互作用，疎水的相互作用，抗酸化

作用など，二糖には無い安定化効果が期待される．

しかし BSA は二糖と比べると巨大分子であるため，

水置換効果については不十分であり，BSA がカバー

できなかった乳酸菌界面の水和サイトを二糖が埋め

ることで，保護効果が向上したと考えられる． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
近年，我々の研究グループでは驚異的な凍結耐性

を有するヌマエラビルが凍結融解後に抗酸化物質で

あるカルノシンを体内に蓄積させることを明らかに

した（data not shown）．その効果について多角的に

検証するため，本研究では乳酸菌に対するカルノシ

ンの保護効果についても検証した．その結果，カル

ノシンは単独で用いた場合でも，スクロース-BSA
混合系と同等の高い保護効果を示した（data not 
shown）．カルノシンの保護効果については今後さら

に詳細な検証を進める予定である． 
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Fig. 2. Survival rate of freeze-dried lactic acid bacteria with

combinations of protectants after storage at 37 ºC for 4 weeks.

The values are expressed as mean ± SD (n = 3). Values with the

same letter are not significantly different at p < 0.05. 
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Fig. 1. Survival rate of freeze-dried lactic acid bacteria with a

single protectant after storage at 37 ºC for 4 weeks. The values

are expressed as mean ± SD (n = 3). Values with the same letter

are not significantly different at p < 0.05. 
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ス状態のマトリクスを形成し，対象を包埋すること

で速度論的に安定化）とによって説明されている 1, 2)．  
酵素の凍結乾燥保護には二糖（スクロースおよび

トレハロース）が有効なことが明らかにされている

3)．また，二糖とタンパク質とを混合すると，相乗

保護効果が認められるという報告もある 4, 5)．しかし，

こうした知見は酵素を対象とした基礎研究によって

集積したものであり，乳酸菌に対する保護効果につ

いては十分に理解されていない． 
本研究では凍結乾燥後に容易に死滅する乳酸菌を

試料とし，様々な保護物質並びにそれらの混合効果

について検討した 6)．また，驚異的な凍結耐性を有

するヌマエラビル 7)から見出された抗酸化物質の保

護効果についても検証した． 
 

材料および方法 

 

１．試料調製 
 保護物質としてトレハロース（（株）林原），スク

ロース（WAKO（株）），牛血清アルブミン（BSA; シ
グマ-アルドリッチ），マルトデキストリン（MD; サ
ンエイ糖化（株）），L-カルノシン（WAKO（株））

を，乳酸菌として Lactobacillus paracasei subsp. 
paracasei JCM 8130T（（国研）理化学研究所バイオ

リソースセンター）をそれぞれ用いた． 
乳酸菌溶液を 1 ml 採り，40 ml の MRS 培地を入

れた遠沈管に添加し，37 ºC で 24 時間培養した．得

られた乳酸菌溶液を 3,300×gで 10分間遠心分離し，

上澄みを捨て，PBS 溶液で懸濁した．この操作を 3
回繰り返した．得られた乳酸菌溶液の吸光度を測定

し，PBS 溶液を添加して乳酸菌の濃度を 2×1010 
cells/ml に設定した．各種保護物質を溶解させた

PBS 溶液はマイクロフィルター（0.2 μm）でろ過（滅

菌）した．試料は 20 ml のバイアル瓶に 0.5 ml の乳

酸菌溶液と 0.5 ml の保護溶液とを混合して調製し

た． 
 

２．凍結乾燥および保存 
各試料を-35 ºC に設定した凍結乾燥器内で 1 時間

予備凍結した後，70 Pa 以下で 21 時間，一次乾燥を

実施した．その後 10 ºC /h で 5 ºC まで昇温し，二次

乾燥とした．凍結乾燥直後において，一部の試料は

Tg，水分活性（aw），生菌数の測定に用いた．その

他の試料は密封し，37 ºC で 4 週間保存した後，生

菌数を調べた． 
３．示差走査熱量測定 
凍結乾燥試料の Tgは示差走査熱量測定（DSC120, 

セイコーインスツル（株））によって調べた．試料（約

15 mg）をアルミニウム製耐圧パンに封入し，

-60~120 ºCの温度範囲を 3 ºC/minで昇温走査した．

ガラス状試料（Tg > 25 ºC）に関しては，試料調製

時の熱履歴をリセットするため，セカンドスキャン

によって得られた吸熱シフトのオンセットを Tg と

して読み取った 8)． 
 

４．水分活性 
凍 結 乾 燥 試 料 の aw は 水 分 活 性 測 定 装 置

（HP23-AW, ロトロニック）によって調べた．試料

（10~50 mg）を専用シャーレにセットし，平衡モ

ードにて 25 ºC での awを測定した． 
 

５．生菌数 
乳酸菌の生菌数は平板培養法によって調べた．段

階希釈した乳酸菌懸濁液（0.1 ml）を MRS 寒天培

地に塗り広げ，37 ºC で 2 日間培養後，コロニー数

をカウントした．凍結乾燥前の生菌数（N0）に対す

る凍結乾燥直後或いは保存後の生菌数（N）の変化

を生存率（%）として次式によって表した． 
生存率（%）= 100 × log N / log N0 

 

結果および考察 

 

各試料の awは 0.36 以下にあり，十分に乾燥した

状態にあることを確認した．一方，各試料の Tg は

15~69 ºC にあり，本研究で採用した保存温度（37 
ºC）において，スクロースおよびスクロース-BSA
試料はラバー状態に，それ以外はガラス状態にある

ことが分かった（data not shown）． 
凍結乾燥前後における乳酸菌の生存率はいずれも

90 %以上の高い値を示した．一方，各試料の保存後

（37 ºC，4 週間）の生存率は保護物質の種類によっ

て大きく変化した（Fig.1）．コントロール（保護物

質無添加）の生存率は検出限界以下であったが，保

護物質を含む試料はいずれも高い生存率を示した．

MD の保護効果は最も低かった．凍結乾燥酵素を対

象とした研究において，多糖は Tgが高く，ガラス転

（68）
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The values are expressed as mean ± SD (n = 3). Values with the

same letter are not significantly different at p < 0.05. 
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本研究では凍結乾燥後に容易に死滅する乳酸菌を

試料とし，様々な保護物質並びにそれらの混合効果

について検討した 6)．また，驚異的な凍結耐性を有

するヌマエラビル 7)から見出された抗酸化物質の保

護効果についても検証した． 
 

材料および方法 

 

１．試料調製 
 保護物質としてトレハロース（（株）林原），スク

ロース（WAKO（株）），牛血清アルブミン（BSA; シ
グマ-アルドリッチ），マルトデキストリン（MD; サ
ンエイ糖化（株）），L-カルノシン（WAKO（株））

を，乳酸菌として Lactobacillus paracasei subsp. 
paracasei JCM 8130T（（国研）理化学研究所バイオ

リソースセンター）をそれぞれ用いた． 
乳酸菌溶液を 1 ml 採り，40 ml の MRS 培地を入

れた遠沈管に添加し，37 ºC で 24 時間培養した．得

られた乳酸菌溶液を 3,300×gで 10分間遠心分離し，

上澄みを捨て，PBS 溶液で懸濁した．この操作を 3
回繰り返した．得られた乳酸菌溶液の吸光度を測定

し，PBS 溶液を添加して乳酸菌の濃度を 2×1010 
cells/ml に設定した．各種保護物質を溶解させた

PBS 溶液はマイクロフィルター（0.2 μm）でろ過（滅

菌）した．試料は 20 ml のバイアル瓶に 0.5 ml の乳

酸菌溶液と 0.5 ml の保護溶液とを混合して調製し

た． 
 

２．凍結乾燥および保存 
各試料を-35 ºC に設定した凍結乾燥器内で 1 時間

予備凍結した後，70 Pa 以下で 21 時間，一次乾燥を

実施した．その後 10 ºC /h で 5 ºC まで昇温し，二次

乾燥とした．凍結乾燥直後において，一部の試料は

Tg，水分活性（aw），生菌数の測定に用いた．その

他の試料は密封し，37 ºC で 4 週間保存した後，生

菌数を調べた． 
３．示差走査熱量測定 
凍結乾燥試料の Tgは示差走査熱量測定（DSC120, 

セイコーインスツル（株））によって調べた．試料（約

15 mg）をアルミニウム製耐圧パンに封入し，

-60~120 ºCの温度範囲を 3 ºC/minで昇温走査した．

ガラス状試料（Tg > 25 ºC）に関しては，試料調製

時の熱履歴をリセットするため，セカンドスキャン

によって得られた吸熱シフトのオンセットを Tg と

して読み取った 8)． 
 

４．水分活性 
凍 結 乾 燥 試 料 の aw は 水 分 活 性 測 定 装 置

（HP23-AW, ロトロニック）によって調べた．試料

（10~50 mg）を専用シャーレにセットし，平衡モ

ードにて 25 ºC での awを測定した． 
 

５．生菌数 
乳酸菌の生菌数は平板培養法によって調べた．段

階希釈した乳酸菌懸濁液（0.1 ml）を MRS 寒天培

地に塗り広げ，37 ºC で 2 日間培養後，コロニー数

をカウントした．凍結乾燥前の生菌数（N0）に対す

る凍結乾燥直後或いは保存後の生菌数（N）の変化

を生存率（%）として次式によって表した． 
生存率（%）= 100 × log N / log N0 

 

結果および考察 

 

各試料の awは 0.36 以下にあり，十分に乾燥した

状態にあることを確認した．一方，各試料の Tg は

15~69 ºC にあり，本研究で採用した保存温度（37 
ºC）において，スクロースおよびスクロース-BSA
試料はラバー状態に，それ以外はガラス状態にある

ことが分かった（data not shown）． 
凍結乾燥前後における乳酸菌の生存率はいずれも

90 %以上の高い値を示した．一方，各試料の保存後

（37 ºC，4 週間）の生存率は保護物質の種類によっ

て大きく変化した（Fig.1）．コントロール（保護物

質無添加）の生存率は検出限界以下であったが，保

護物質を含む試料はいずれも高い生存率を示した．

MD の保護効果は最も低かった．凍結乾燥酵素を対

象とした研究において，多糖は Tgが高く，ガラス転
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凍結乾燥乳酸菌の安定化にはガラス転移効果より

水置換効果の方が支配的であることが示唆された．

一般に，水置換効果は乾燥物の構造的な安定化に寄

与すると考えられているが，乳酸菌に対しては酸素

を遮蔽する（酸化を抑制する）ことによる安定化効

果も期待される．抗酸化物質の効果については今後

詳細に検討する予定である． 
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