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研究成果の概要（和文）：低加圧二酸化炭素マイクロ・ナノバブル(MNBCO2)によるSaccharomyces pastorianusの殺菌
における細胞内酸性化および細胞膜への影響を検討するため、様々な条件でMNBCO2処理したS. pastorianusの細胞内pH
、細胞膜損傷・流動性および貯蔵性を測定した。その結果、MNBCO2はS. pastorianus細胞に対して45℃以上の温度で強
い影響を与えることが認められた。さらに、MNBCO2によるS. pastorianusの殺菌には主に細胞膜への影響が関与してい
るが、細胞内酸性化とは直接関係がないことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To investigate the effects of intracellular acidification and on cellular 
membrane in the inactivation of Saccharomyces pastorianus by low pressure carbon dioxide micro-nano 
bubbles (MNBCO2), intracellular pH, damage and fluidity of cellular membrane, and storage behavior of S. 
pastorianus treated by MNBCO2 at different conditions were examined. In consequence, it was recognized 
that MNBCO2 at temperature more than 45℃ had a strong effect on S. pastorianus cells. In addition, 
inactivation of S. pastorianus by MNBCO2 was responsible primarily for the damage to cellular membrane, 
although bear no immediate relationship to intracellular acidification.

研究分野： 食品科学
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１．研究開始当初の背景 
超臨界二酸化炭素(CO2)を含む加圧CO2によ

る食品殺菌に関する研究は 60 年以上前から
国内外の多くの研究者によって行われてき
たが、実用化には至っていない。その理由の
1つとして、加圧 CO2の殺菌機構が明確になっ
ていないことが挙げられる。その殺菌機構と
しては、加圧 CO2 による微生物細胞の物理的
破壊もしくは生理的変化であると仮説され
ている。近年、我々は低加圧 CO2 マイクロ・
ナノバブル(MNBCO2)を考案し、MNBCO2 による
Saccharomyces pastorianus 細胞の損傷、細
胞からのDNAおよびタンパク質の漏出や細胞
内代謝酵素の失活を明らかにしたが、MNBCO2

がどのように微生物細胞へ影響を与えてい
るかはわかっていない。 
 
２．研究の目的 
MNBCO2によるS. pastorianusの細胞膜変化

および細胞内酸性化ならびに MNBCO2 処理し
た S. pastorianus の貯蔵性について検討し
た。 
 
３．研究の方法 
(1)MNBCO2による S. pastorianus の細胞膜損
傷および細胞内酸性化 
①試料調整 
S. pastorianus を 5%エタノールを含む生

理食塩水に懸濁した(1.0×106 CFU/mL)。 
②MNBCO2処理 
MNBCO2処理は図 1 に示す装置を使用し、表

1の処理条件で行った。 
 

図 1 MNBCO2処理装置の概略図 
 
表 1 MNBCO2処理条件 
 温度 

(℃) 
圧力 
(MPa) 

時間 
(min) 

混合槽 10 0-1.0 5 
加温処理槽 35-45 2.0 0-3 

 
③殺菌効果の評価 
YM 寒天培地を用いて 25℃で 48 h 培養後に

形成されるコロニー数を測定した。 
④細胞膜損傷の測定 

Propidium iodide (PI)を用いた蛍光分析
により行った。 
⑤細胞内 pH の測定 
5-(and-6)-Carboxy-2'7'-dichlorofluore

scein diacetate succinimidyl ester を用い
た蛍光分析により行った。 
 

(2)MNBCO2による S. pastorianus の殺菌にお
ける細胞内外の pH の影響 
①試料調整 
S. pastorianus を McIlvaine 緩衝液(pH3、

4および 5)に懸濁した(1.0×106 CFU/mL)。 
②MNBCO2処理 
MNBCO2処理は図 1 の装置を使用し、表 2 の

処理条件で行った。 
 
表 2 MNBCO2処理条件 
 温度 

(℃) 
圧力 
(MPa) 

時間 
(min) 

混合槽 10 0-1.0 5 
加温処理コイル 35-45 2.0 0-3 

 
③殺菌効果の評価 
(1)の③と同様の方法で行った。 

④細胞内 pH の測定 
(1)の④と同様の方法で行った。 
 

(3)MNBCO2による S. pastorianus の細胞膜流
動性の変化 
①生存 S. pastorianus数の測定 
(1)の③と同様の方法で行った。 

②MNBCO2処理 
MNBCO2処理は図 1 の装置を使用し、表 3 の

処理条件で行った。 
 
表 3 MNBCO2処理条件 
 温度 

(℃) 
圧力 
(MPa) 

時間 
(min) 

混合槽 10 2.0 5 
加温処理コイル 27-37 4.0 1 

 
③細胞膜流動性の測定 
1,6-Diphenyl-1,3,5-hexatriene (DPH)を

用いた蛍光分析により行った。 
④Alkaline phosphatase (AP)活性の測定 
p-Nitrophenyl phosphate を基質として AP

活性を測定した。 
 

(4)MNBCO2処理した S. pastorianusの貯蔵性 
①試料調整 
(1)の①と同様の方法で行った。 

②MNBCO2処理 
MNBCO2処理は図 1 の装置を使用し、表 4 の

処理条件で行った(MNB35、40、45、50)。 
 
表 4 MNBCO2処理条件 
 温度 

(℃) 
圧力 
(MPa) 

時間 
(min) 

混合槽 10 2.0 5 
加温処理コイル 35-50 4.0 1 



③加熱処理 
比較のための加熱処理は、図 1の装置の加

温処理槽のみを使用して80℃で1分間行った
(H80)。 
④貯蔵試験 
S. pastorianus懸濁液を 5℃および 25℃で

3 週間貯蔵し、1 週間おきに生存 S. 
pastorianus数を測定した。 
⑤生存 S. pastorianus数の測定 
(1)の③と同様の方法で行った。 

 
４．研究成果 
(1) MNBCO2による S. pastorianusの細胞膜損
傷および細胞内酸性化 
混合槽の圧力 0および 0.5 MPa では、40℃

の 加 温 処 理 コ イ ル に お い て 生 存 S. 
pastorianus数の減少はほとんどなく、PI 吸
収率は処理前の約 1.2 倍程度増加し、細胞内
pHは加温処理コイル内の滞留時間 1分で 5.8
から 4.9 まで低下し、5 分後までほとんど変
わらなかった(図 2)。しかしながら、混合槽 
 

図 2 MNBCO2の混合槽の圧力が S. pastorianus
の生存数(A)、PI 吸収率(B)および細胞内
pH(C)に及ぼす影響 
MNBCO2処理条件 
混合槽：温度 10℃、圧力 0(■)、0.5(▲)お
よび 1.0 MPa(●) 
加温処理コイル：温度 40℃、圧力 2.0 MPa 

の圧力 1 MPa では、40℃の加温処理コイルに
おいて生存 S. pastorianus 数は加温処理コ
イル内の滞留時間 5 分後に約 4 log 減少し、
PI 吸収率は処理前の約 2.3 倍増加し、細胞内
pH は滞留時間に伴い直線的に低下し、5分後
に 3.7 となった(図 2)。加えて、加温処理コ
イルにより温度を 45℃以上に上げることで
MNBCO2のS. pastorianusに対する殺菌効果お
よび PI吸収率の上昇ならびに細胞内 pHの低
下が急激に生じた(図 3)。よって、MNBCO2 の
S. pastorianus に対する殺菌効果は細胞内
pH の低下および PI 吸収率の増加と関連して
いることおよびその効果が 45℃以上で急激
に生じることが認められた。 
 

図 3 MNBCO2 の加温処理コイルの温度が S. 
pastorianusの生存数(A)、PI 吸収率(B)およ
び細胞内 pH(C)に及ぼす影響 
MNBCO2処理条件 
混合槽：温度 10℃、圧力 1.0 MPa 
加温処理コイル：温度 35℃(■)、40℃(●)、
45℃(▲)および 50℃(◆)、圧力 2.0 MPa 
 
(2)MNBCO2による S. pastorianus の殺菌にお
ける細胞内外の pH の影響 
MNBCO2のS. pastorianusに対する殺菌効果

は McIlvaine 緩衝液の pH 低下に伴い高くな
ったが、MNBCO2 なしではほとんど生存 S. 
pastorianus 数は減少しなかった。pH 3 の
McIlvaine 緩衝液に懸濁した S. pastorianus



の細胞内 pH (pHin)は、MNBCO2の有無に関わら
ず45℃に温度上昇させることで約3.5まで低
下した。しかしながら、MNBCO2は pH 4 および
5 の McIlvaine 緩 衝 液 に 懸 濁 し た S. 
pastorianus に対して殺菌効果を発揮したも
のの、S. pastorianusの pHinを全く減少させ
なかった(図 4)。よって、MNBCO2 の S. 
pastorianus に対する殺菌効果と細胞内酸性
化に相関性は認められなかった。 
 

図 4 MNBCO2による McIlvaine 緩衝液に懸濁し
た S. pastorianus の殺菌(上)および細胞内
pH の変化(下) 
MNBCO2処理条件 
混合槽：温度 10℃、圧力 1.0 MPa 
加温処理コイル温度 45℃、圧力 2.0 MPa 
 
 (3)MNBCO2によるS. pastorianusの細胞膜流
動性の変化 
MNBCO2 (処理時間 1 分)による生存 S. 

pastorianus数の減少は 33℃から生じ、35 お
よび 37℃で-5 log 以下まで減少した(図 5-A)。
MNBCO2処理した S. pastorinus からの DPH の
放出率は 31℃から温度上昇に伴い増加した
(図 5-B)。MNBCO2処理した S. pastorinus の
AP 活性は 29℃から温度上昇に伴い徐々に高
くなり、31℃で最も高くなったが、33℃以降
で低下した(図 5-C)。よって、MNBCO2 による
S. pastorianusの殺菌は、殺菌効果が得られ
る前に細胞膜流動性の変化を引き起こして
いることが示唆された。 
 
(4)MNBCO2処理した S. pastorianusの貯蔵性 
MNBCO2 処理により、MNB40、MNB45 および

MNB50 ならびに H80の生存 S. pastorianus数
は検出不可能となり、MNB35 の生存 S. 
pastorianus数は 2 log 減少した。5℃での貯
蔵中、MNB35 の生存 S. pastorianus数は貯蔵
1週目に約 2 log 減少し、MNB40、MNB45、MNB50

および H80 の生存 S. pastorianus 数は貯蔵
期間中、検出不可能のままであった。一方、
25℃での貯蔵中、MNB35 および MNB40 の生存
S. pastorianus 数は貯蔵 3 週目までに NT と
同じ程度まで上昇したが、MNB45、MNB50 およ
び H80の生存 S. pastorianus数は 5℃での貯
蔵と同様に検出不可能のままであった(表 5)。
よって、MNBCO2処理した S. pastorianus懸濁
液の常温域での貯蔵性を高めるためには
45℃以上の温度で MNBCO2 処理する必要があ
ることが認められた。 
 

図 5 MNBCO2処理した S. pastorianus の生菌
数(A)、細胞膜流動性(B)および AP 活性(C)の
変化 
 
表 5 MNBCO2処理した S. pastorianus の貯蔵
試験（上表：貯蔵温度 25℃、下表：貯蔵温度
5℃） 

 貯蔵期間 (週) 

0 1 2 3 

NT 6.08z 6.10 6.42 6.49 

MNB 6.08 3.81 5.52 5.50 

MNB35 4.08 4.84 5.04 5.81 

MNB40 n.d. 3.39 4.74 5.68 

MNB45 n.d. n.d. n.d. n.d. 

MNB50 n.d. n.d. n.d. n.d. 

H80 n.d. n.d. n.d. n.d. 



 

 貯蔵期間 (週) 

0 1 2 3 

NT 6.08z 6.08 5.93 5.97 

MNB 6.08 5.92 5.66 5.50 

MNB35 4.08 1.90 1.57 1.58 

MNB40 n.d. n.d. n.d. n.d. 

MNB45 n.d. n.d. n.d. n.d. 

MNB50 n.d. n.d. n.d. n.d. 

H80 n.d. n.d. n.d. n.d. 

NT：未処理、MNB：混合槽のみでの MNBCO2 処
理、MNB35-MNB50：加温処理コイルの温度 35℃
-50℃での MNBCO2処理、H80：80℃での加熱処
理：z生存 S. pastorianus数の対数値、n.d.：
検出不可能。 
 
(5)得られた成果の国内外における位置づ
け・インパクトおよび今後の展望 
本 研 究 に よ り 、 MNBCO2 に よ る S. 

pastorianus の殺菌には、主に細胞膜への影
響が関与しているが、これまでに加圧 CO2 の
殺菌メカニズムの1つとして考えられてきた
細胞内酸性化とは直接関係がないことが示
唆された。今後は、MNBCO2がどのように微生
物細胞膜に影響を与えているかを調べる必
要がある。 
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