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研究成果の概要（和文）：-40℃付近まで過冷却状態を保持できる単分散微細水滴に乳化の前後が同時に撮影で
きるシステムを構築し最適条件で微生物の内包を可能とした．生細胞のモデル細胞として酵母を内包し，ほぼ
100％に近い内包率を実現した．また保存に適した温度帯を決定した．研究成果は，論文3報，国際学会プロシー
ディングスに3報の外部発表を行なった．

研究成果の概要（英文）：We succeeded in microencapsulation to water droplets of budding yeasts in a 
high including rate. It is easy to predict the crystallization temperature for W/O emulsions with 
narrow size distribution. This method is not inferior in cell viability as compared with a 
conventional one.

研究分野：界面科学

キーワード： エマルション

  ３版
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１．研究開始当初の背景 

細胞の生体機能を維持させたまま長期保存

する需要は，細胞を利用した研究の進展と共

に拡大している。細胞を長期保存する方法と

して，組織の温度を下げることで代謝を抑え，

必要酸素量を少なくする極低温での凍結保

存が最も確実であると考えられるが，凍結お

よび融解過程で障害を受け，細胞の機能や生

存率が低下することが多い。そこで，細胞の

凍結障害を抑制するため，細胞内での氷結晶

の成長を抑制する目的で，凍結防御剤を添加

する必要がある。一般的に，凍結防御剤とし

て工業用有機溶剤のジメチルスルホキシド

(DMSO)，グリセロールやトレハロースなど

が用いられている。DMSOは高い凍害防御能

を持つが，ある程度以上の濃度では細胞に対

して毒性を持つため，解凍後は速やかに取り

除く必要があり，また細胞によっては分化を

誘導するなどの問題点がある。 

 

 

２．研究の目的 

生細胞を長期保存する方法としての凍結保

存は有効であるが，培養液中での氷結晶の形

成や凍結防御剤による障害を受け，生細胞の

機能や生存率が低下することが多い。0℃以下

でも氷結晶が生成しない水の過冷却現象を

積極的に利用して，凍結防御剤を用いない生

存率の高い新規な生細胞の保存方法を提案

する。具体的には，-40℃付近まで過冷却状態

を保持できる単分散微細水滴に生細胞のモ

デル細胞として酵母を内包し，保存に適した

温度帯を決定する。 

 

 

３．研究の方法 

（１）微生物の内包に特化したMC乳化モジ
ュールの開発（担当：岩本） 
微生物の内包や生細胞の内包に特化した MC
乳化モジュールを開発する。具体的にはオー
トクレーブなどの滅菌操作が可能なモジュ
ールの開発を行う。 

 
（２）微生物の内包率向上のためのMC乳化
システムの改良（担当：岩本） 
現在，応募者が有するMC乳化装置では，装
置の試料回収側のみを観察しつつ乳化を行
っている。しかし，供給側の懸濁液の様子が
観察できず，MC の目詰まりなどを把握でき
ていない。従って，現在ある乳化装置を改良
し，液体培地を供給する側にも観察システム
を追加し，供給側と回収側を同時に観察する
ことで，液体培地の供給側と回収側を同時に
観察でき微生物の内包に適した培地の供給
流速や圧力などの最適化を図ることが，可能
になる。 
 
（３）微細水滴への微生物の内包 
（担当：岩本） 
（１）および（２）で作製したモジュールお
よび乳化システムを用いて，実際に微生物の
内包を行う。内包する微生物や生細胞に関し
ては連携研究者の中川智行教授の指示を受
ける。中川智行教授は，酵母をモデル細胞と
して細胞のストレス応答など，遺伝子・分子
細胞学レベルでの様々な細胞機能の研究を
実施しておりこの分野について造詣が深い。 
 
（４）DSCによる微細水滴内の氷核形成温度

の測定（担当：岩本） 

微生物が内包された微細水滴を含んだエマ

ルションを DSCにより熱分析する。過冷却が

どの温度帯まで保てるかを調べ，保存に適し

た温度帯を検索する。 

 

（５）微細水滴に内包された微生物生存率の
算出（担当：中川） 
通常の液体培地をもちいて凍結および融解
を行いその後，生存率を算出する。微細水滴
に内包された微生物の生存率を算出し，比較
検討を行う。 
 
（６）微細水滴への内包が，微生物に与える
ストレス応答の評価（担当：中川） 
微生物が内包された微細水滴内を現在，応募
者が開発中の冷却ステージで観察を行い。微
生物の形態変化を観察することでストレス
応答を評価する。 

 
 

４．研究成果 

（１）微生物の内包に特化したMC乳化モジ
ュールの開発 
微生物の内包や生細胞の内包に特化した MC
乳化モジュールを開発した。医療用のガンマ



メッキ済みのチューブやコネクタを用い、ま
たアルコール殺菌が可能なモジュールを応
用し、コンタミネーションが起きないMCモ
ジュールを開発できた。 
（２）微生物の内包率向上のためのMC乳化
システムの改良 
MC 乳化装置を改良し，液体培地を供給する
側にも観察システムを追加し，供給側と回収
側を同時に観察するシステムを完成した。こ
のシステムで液体培地の供給側と回収側を
同時に観察し、微生物の内包に適した培地の
供給流速や圧力などの最適化を行った。 
 
（３）微細水滴への微生物の内包 
（１）および（２）で作製したモジュールお
よび乳化システムを用いて，実際に微生物の
内包をおこなった。ほぼ全ての液滴に微生物
を内包することが可能になった。 
 
（４）DSCによる微細水滴内の氷核形成温度

の測定 

微生物が内包された微細水滴を含んだエマ

ルションを DSCにより熱分析した。過冷却は、

-30℃まで保てた。 

 

（５）微細水滴に内包された微生物生存率の
算出 
メチレンブルー染色法を用いて生存率を算
出した。調製した２つのエマルションを
−10ºC で保存したところ、多分散エマルショ
ンでは氷結晶が生じたが、単分散エマルショ
ンでは１週間後でも氷結晶が認められなか
った。過冷却状態での保存に適した分散相に
ついて検討するため、対数期と定常期の状態
の酵母分散培養液を用いて酵母内包 W/O 型
エマルションを調製し、低温保存前後の液滴
径変化と生存率の測定を行った。その結果、
いずれの分散相においても、高い酵母内包率
で均一な液滴径の W/O エマルションを調製
することができた。調製した酵母内包 W/O
型エマルションを低温で保存したところ、液
滴安定性に差は観察されなかったが、生存率
には変化が見られた。分散相として定常期の
状態の酵母分散培養液を用いて調製した
W/O 型エマルションで高い生存率が維持で
きた。 
更に、過冷却状態での保存に適した連続相に
ついて検討するため、連続相として n-デカン
もしくはシリコーン油を用いて酵母内包
W/O型エマルションを調製し、低温保存前後
の液滴径変化と生存率の測定を行った。いず
れの連続相においても、高い酵母内包率で均
一な液滴径の W/O エマルションを調製する
ことができた。一方で、調製した酵母内包

W/O 型エマルションを低温で保存したとこ
ろ、連続相によって異なる液滴安定性と酵母
の生存率を示した。連続相として n-ヘプタン
もしくはシリコーン油を用いて調製した
W/O型エマルションでは、高い液滴の安定性
を示した。一方で、保存後の酵母の生存率は、
連続相として n-デカンもしくはシリコーン
油を用いて調製した W/O 型エマルションに
内包した酵母が高い値を示した。また、これ
らの酵母の生存率は、酵母培養液にグリセロ
ールを添加し−80°C で保存した従来法に基づ
く試料と同程度の値であった。 

 
（６）微細水滴への内包が，微生物に与える
ストレス応答の評価 
蛍光タンパク質を有する GFP 酵母で低温時
における細胞小器官のダメージについて検
討したが、この項目については、継続して検
討を行う。 
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