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概 要 凍結乾燥並びにその後の保存過程で機能低下する不安定な生物材料に対して，二糖などの保護物質が効果

的なことは広く知られている。しかし，乳酸菌溶液に二糖を利用した場合，凍結乾燥過程において乾燥物がコラプスし易く

なるという問題が発生する。コラプスは凍結乾燥時の材料温度が凍結濃縮ガラス転移温度（Tg’）よりも高いときに発生する

ものと理解されており，リン酸緩衝生理食塩水（PBS）或いは乳酸菌がトレハロースのTg’を引き下げるためと考えられるが，

その詳細は十分に理解されていなかった。本研究では代表的な二糖としてトレハロースを選定し，PBSおよび乳酸菌の添

加がトレハロースの Tg’に及ぼす影響を調べた。また，コラプスが凍結乾燥乳酸菌の安定性に及ぼす影響ついても検討し

た。トレハロースの Tg’は共存する PBS の増加と共に低下することが明らかとなった。一方，乳酸菌にはそのような効果は

見られなかった。凍結濃縮によって PBS は共晶したが，トレハロースの添加によって抑制された。その結果，PBS はガラス

状トレハロースに対して可塑剤として振る舞い，トレハロースの Tg’が低下したと考えられる。外挿値として求められた PBS

の Tg’は-78ºC であった。この値と実測したトレハロースの Tg’とを，2 成分混合系におけるガラス転移温度を予測する式に

適用することで，トレハロース-PBS 擬似 2 成分系における Tg’の予測が可能になった。一方，トレハロースを添加した乳酸

菌溶液を様々な温度で凍結乾燥した結果，棚温度が Tg’を大きく上回ったとき，凍結乾燥物はコラプスすることを確認した。

この凍結乾燥乳酸菌を 37ºC で 1 週間保存したときの生菌数を調べたが，コラプスの有無が生菌数に及ぼす影響は無か

った。コラプスによって乾燥物のハンドリングは悪化するが，トレハロースが非晶質を維持していれば，乳酸菌の安定性へ

の影響はないと考えられる。 

 

１．研究目的 

凍結乾燥は不安定な生物材料を常温で保存可能にす

るための乾燥技術として広く利用されている。しかし，一部

の生物材料は凍結乾燥過程で被るストレスによって機能

低下を招く。それを防ぐため，様々な保護剤の利用が検

討されている 1, 2)。 

これまでに筆者らは凍結乾燥によって活性が大きく低

下する酵素を対象に，二糖をベースとした保護剤の効果

について検討してきた 3-5)。酵素に二糖を添加して凍結乾

燥すると，酵素は二糖が凍結濃縮によって形成したガラス

状態のマトリクスに包埋された状態となる。このとき，二糖

は酵素と水素結合を形成することで，水の代替品として振

舞い，酵素の構造を安定化する（水置換効果）。また，ガ

ラス状態では系の分子運動が著しく制限されるため，各種

劣化速度が停滞し，速度論的に安定化する（ガラス化効

果）。こうした知見は乳酸菌の常温安定化にも適用される。

しかし，乳酸菌を試料とした研究では，凍結乾燥過程にお

いて乾燥物がコラプスするという問題に直面する。ここでコ

ラプスとは乾燥物が多孔質構造を維持できず，水飴様に

収縮する現象であり，乾燥効率，乾燥物のハンドリング，

保存性に悪影響を及ぼす物理的劣化の一つとして理解さ

れている。 

コラプスは凍結乾燥時の材料温度が凍結濃縮ガラス転

移温度（Tg’）よりも高いときに発生するものと理解されてい

る 1)。一般に食品中の水は系全体に分散した状態で存在

する。しかし，凍結下では氷結晶相と凍結濃縮相とに相分

離した状態となり，凍結濃縮相の固形分量は凝固点降下

曲線にしたがって温度の低下と共に高くなる（Fig. 1）。 



 

 

Fig. 1. State diagram of solute-water pseudo binary system 

 

やがて共晶点（Te）に達したとき，凍結濃縮は停止する。し

かし，糖のような粘性の高い溶質の場合，冷却過程で共

晶できず，凍結濃縮は更に低温まで進行して粘性が高ま

る。やがて凍結濃縮ガラス転移温度（Tg’）に達したところ

で凍結濃縮相は分子運動（主に並進運動）を失い，見か

け上固体になる。ガラス状態の凍結濃縮相は分子運動が

制限されているため，様々な化学反応速度や物理変化速

度（氷結晶の再結晶化や溶質の結晶化など）が停滞する。

一方，凍結乾燥では凍結した材料を減圧下に置き，氷を

昇華させる。このとき凍結濃縮相が構造的に強固な Tg’近

傍温度にあればコラプスは抑制され，氷が昇華した後の

空隙が維持される。 

二糖を加えた乳酸菌が凍結乾燥過程でコラプスする理

由として，リン酸緩衝生理食塩水（PBS）および乳酸菌が

二糖と相互作用した結果，二糖の Tg’が引き下げられたと

考えられる。コラプスは凍結乾燥効率や乾燥物のハンドリ

ングに悪影響を及ぼすだけでなく，試料の保存性を低下

させる可能性も指摘されるが，その詳細は十分に理解さ

れていなかった。本研究で二糖としてトレハロースを選定

し，PBS および乳酸菌の混合がトレハロースの Tg’に及ぼ

す影響を解明すると共に，Tg’が凍結乾燥乳酸菌のコラプ

スおよび生菌数に及ぼす影響について検討することを目

的とした。 

２．方 法 

２．１ 材料 

トレハロース（株式会社林原），PBS（ニッスイ株式会社），

MRS Broth（Merck Millipore Co., Germany），寒天（和光

純薬工業株式会社）を用いた。乳酸菌は Lactobacillus 

reuteri JCM1112T（国立研究開発法人理化学研究所バイ

オリソースセンター）を用いた。その他の試薬はナカライテ

スク株式会社より試薬グレードのものを購入した。 

２．２ 水溶液試料 

PBS 粉末に蒸留水を加え，9.55 mg/ml に調節したもの

を PBS 溶液とした。PBS 溶液（1 ml）は塩化ナトリウム（8.0 

mg），塩化カリウム（0.2 mg），リン酸水素二ナトリウム（1.15 

mg），リン酸二水素カリウム（0.2 mg）によって構成されて

いる。この PBS 溶液にトレハロースを加え，50～400 mM ト

レハロース PBS 溶液を調製した。比較のため，PBS 溶液

の代わりに蒸留水を用いて 400 mM トレハロース水溶液を

調製した。また，PBS 溶液の濃度を 2 倍（19.1 mg/ml）およ

び 10 倍（95.5 mg/ml）に調製し，そこにトレハロースを加え

て 400 mM トレハロース PBS 溶液を調製した。 

PBS 溶液を構成する電解質各々の影響を調べるため，

塩化ナトリウム-塩化カリウム混合溶液およびリン酸水素二

ナトリウム-リン酸二水素カリウム混合溶液を PBS 溶液と同

じ混合比で調製した。また，136.9 mM の各種電解質と

400 mMトレハロースとを共存させたトレハロースPBS溶液

を調製した。 

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℃で 24 時間培養した。得られた乳酸菌

溶液を 3,000 rpm で 10 分間遠心し，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 溶液を添加することで，

乳酸菌の濃度を 2×1010 cells/ml に設定した。一方，800 

mM トレハロース PBS 溶液を調製し，マイクロフィルターを

通した。バイアル瓶に細菌溶液（0.5 ml）と 800 mM トレハ

ロースPBS溶液（0.5 ml）とを混合し，1×108 cells/mlの乳酸

菌を含む 400 mMトレハロースPBS溶液試料を調製した。 

２．３ 示差走査熱量測定 

各水溶液試料の Tg’は示差走査熱量測定（DSC120, セ

イコーインスツル株式会社）によって調べた。DSC 本体の

温度およびに熱量校正には水，塩化ナトリウム水溶液，塩

化カルシウム水溶液，インジウムを用いた。試料（約 20 mg）
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をアルミニウム製 DSC パンに採り，-60～25ºC の温度範囲

を 3ºC/min で昇温走査した。DSC 昇温曲線上に認められ

る吸熱シフトの開始点から Tg’を読み取った。測定は各 2

回行い，平均値を得た。 

２．４ 凍結乾燥乳酸菌の生菌数測定 

先述の手順にしたがい，乳酸菌を含む400 mMトレハロ

ースPBS溶液試料を調製した。これを-20ºCの冷凍庫にて

12 時間予備凍結した。棚温度を予め-35ºC，-20ºC，-10ºC

に設定した凍結乾燥装置に移し，1 時間保持した後，減

圧して70 Pa以下で21時間乾燥した（1次乾燥）。その後，

棚温度を 5ºC/h で昇温し，5 ºC まで昇温しながら乾燥した

（2 次乾燥）。バイアル瓶に蓋をして，37ºC で 7 日間保存し

た。 

保存後，試料に PBS 溶液（10 ml）を添加し，ボルテック

スによって 1 分間撹拌した後，室温で 15 分間保持した。

再度撹拌した後，懸濁溶液（1 ml）を採り，希釈倍率の異

なる試料を調製した。それぞれ 0.1 mlをMRS寒天培地に

滴下し，三角ガラス棒で培地表面に塗り広げた。各種培

地を 37ºC に設定したインキュベーター内で 2 日間培養し，

コロニー数をカウントした。凍結乾燥前の log 生菌数に対

する保存後の log生菌数を生存率（%）として求めた。測定

は各 3 回行い，平均値を得た。 

 

３．結果および考察 

３．１ 凍結濃縮ガラス転移温度 

400 mM トレハロース水溶液，400 mM トレハロース PBS

溶液，乳酸菌を加えた 400 mM トレハロース PBS 溶液の

DSC 昇温曲線を Fig. 2 に示す。いずれの試料もガラス転

移を反映した吸熱シフトを示し，その開始点から Tg’を決

定することができた。糖溶液の DSC 昇温曲線にはガラス

転移様吸熱シフトが二つ検出されることが明らかにされて

おり，一般に低温の吸熱シフトは Tg’-1，高温の吸熱シフト

は Tg’-2 と表される 6-12)。この分類において，本研究では

Tg’-2 に該当する吸熱シフトを凍結濃縮ガラス転移温度と

して扱っている。尚，Tg’-1 に該当する吸熱シフトのステッ

プ幅は非常に小さく，Fig. 2 からは確認できない。二つの

吸熱シフトの帰属については様々な解釈が与えられてお

り，その中には Tg’-2 は凍結濃縮ガラス転移ではないとす

る解釈もある。しかし，Tg’-2 以上では氷結晶の成長，溶質

の結晶化，コラプス生成などが顕著に認められる事実を

考慮すると 1, 7, 8, 12)，Tg’-2 を凍結濃縮ガラス転移温度とし

て扱うことはむしろ妥当といえる。 

各試料の DSC 昇温曲線の比較により，トレハロースの

Tg’は PBS の添加によって低くなることが明らかとなった。

一方，そこに乳酸菌を加えても Tg’は変化しなかった。 

3．2 凍結濃縮に伴う共晶と昇温結晶化 

凍結濃縮下における PBS 溶液の物理的性状変化を理

解するため，PBS 溶液，塩化ナトリウム-塩化カリウム混合

溶液，リン酸水素二ナトリウム-リン酸二水素カリウム混合溶

液の DSC 測定を実施した。 

各試料の DSC 昇温曲線を Fig. 3 に示す。PBS 溶液は 

 

 
Fig. 2. DSC thermosgrams for 400 mM trehalose solution, 

400 mM trehalose-PBS solution, and 400 mM trehalose- 

PBS solution containing lactic acid bacteria 

 

 

Fig. 3. DSC thermosgrams for PBS solution, NaCl-KCl 

solution, and Na2HPO4-KH2PO4 solution 

0

50

100

150

200

-60 -50 -40 -30 -20 -10 0

D
S

C
ou

tp
ut

 (
W

/m
g)

Temperature (ºC)

Trehalose

Trehalose-PBS 

Trehalose-PBS
with lactic acid bacteria

0

50

100

150

200

250

300

350

-60 -50 -40 -30 -20 -10 0 10

D
S

C
ou

tp
ut

 (
W

/m
g)

Temperature (ºC)

Na2HPO4-KH2PO4

NaCl-KCl

PBS



 

-21ºC 付近に吸熱ピークを示した。これは塩化ナトリウムの

共融点と一致する。塩化ナトリウム-塩化カリウム混合溶液

も PBS 溶液とほぼ同様の結果を示した。一方，リン酸水素

二ナトリウム-リン酸二水素カリウム混合溶液に吸熱ピーク

は無く，-18ºC付近に小さな発熱ピークが認められた。この

発熱ピークは昇温結晶化によるものと考えられる。水溶液

が昇温結晶化を示すということは，凍結過程において電

解質は共晶していなかったことを意味する。電解質水溶

液の凍結濃縮下での物理的性状変化は，中性のpH緩衝

溶液に利用されるリン酸塩において広く調べられている。

pH 緩衝溶液は凍結濃縮に伴う pH 変化を抑えるが，共晶

すると緩衝効果は失われ，pH は急激に変化する。 

したがって，pH 緩衝溶液の共晶点は凍結濃縮下での

安定性を確保する上で重要な因子となる。例えば，リン酸

カリウム緩衝溶液はリン酸ナトリウム緩衝溶液よりも共晶点

が低く 13, 14)，凍結濃縮下での pH 緩衝作用に優れる 1)。緩

衝溶液の溶質濃度が低い場合，凍結濃縮に伴う塩の析

出は不完全となり，低温でガラス化する 13, 14)。また，共存

する物質が緩衝溶液の結晶化を抑制することも知られて

いる。トレハロース PBS溶液において各種電解質による共

融や昇温結晶化が認められなかった理由として，凍結濃

縮によってトレハロースが形成するガラスマトリクスに各種

電解質が包埋され，塩として析出できなかったためと考え

られる。したがって，各種電解質はトレハロースのガラスマ

トリクスの中で非晶質として存在し，可塑剤として作用する

ため，Tg’が低下したと考えられる。 

３．３ トレハロース-PBS 疑似二成分系の Tg’変化 

PBS 溶液は凍結濃縮によって共晶するため，その Tg’を

含めた非晶質としての特徴を捉えることはできない。しか

し，トレハロースマトリクス中で共晶が抑制されるのであれ

ば，トレハロース PBS溶液の組成と Tg’との関係から，外挿

値として Tg’を見積もることができる。 

一定濃度の PBS 溶液（9.55 mg/ml）に対してトレハロー

スの濃度を変化させたときの Tg’を Fig. 4 に示す。トレハロ

ース PBS水溶液の Tg’はトレハロース濃度の低下と共に低

下した。この挙動は対数近似として良好に表すことが可能

であり，外挿値として得られた PBS の Tg’は-78ºC であっ

た。 

様々な濃度の PBS 溶液を用いて調製した 400 mM トレ

ハロース PBS 溶液の Tg’を Fig. 5 に示す。PBS 濃度の増 

 
Fig. 4. Effect of trehalose content on the Tg’ of 

trehalose-PBS solution 

 

 

Fig. 5. Effect of PBS content on the Tg’ of 400 mM 

trehalose-PBS solution 

 

加と共に Tg’は低下することが明らかとなった。この傾向か

ら推定される PBS 無限濃度での Tg’はやはり-78ºC あたり

に見える。 

これらの挙動を定量的に整理するため，本研究では合

成高分子の混合によるガラス転移温度（Tg）の変化を表す

Gordon-Taylor（GT）式（式 1）に着目した 15, 16)。 

Tg = (Tg1W1 + kTg2W2)/(W1 + kW2) （式 1） 
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ここでW1およびW2は成分1および成分2の質量分率，

Tg1および Tg2は成分 1 および成分 2 の Tg，k は定数であ

る。Tg と Tg’とは物理的意味が本質的に異なる。本研究で

用いた試料はトレハロース，PBS（4 種類の塩の混合物），

水から構成されており，複雑な多成分系である。しかし，Tg’

は凍結濃縮相の Tgであり，溶液の初期濃度に依存しない

ため，水を無視しても解析上は差し支えない。即ち，本研

究で用いた試料はトレハロース-PBS の疑似 2 成分系と位

置付けることで，GT 式による解析を採用することができ

る。 

Fig. 4 および 5 に示した各試料の濃度をトレハロースと

PBSとの質量分率として表し，Tg’をプロットした結果をFig. 

6に示す。ここに示す実線はGT式へのフィッティング解析

によって得られたものである。即ち，Tg を Tg’に置き換えた

上で，Tg’1にトレハロースのTg’（実測値）として242.5 Kを，

Tg’2に PBS の Tg’（外挿値）として 194.8 K を与え，未知数

である k を実験データにフィットした。決定された k は 2.0

であり，Fig. 6 に示す実線が導かれた。これにより，PBS 添

加に伴うトレハロースの Tg’低下を予測することが可能にな

った。 

３．４ PBS を構成する各種塩類の効果 

PBS は４つの塩類の混合物である。これら全ての塩類

にトレハロースの Tg’を引き下げる効果があるとは限らない。

例えばトリポリリン酸ナトリウム-グルコース混合系の Tg’は

各々の成分が水と単独で存在するときの Tg’よりも高くなり，

グルコースのモル分率が 0.67 あたりで極大を示すことが

知られている 17)。同様の傾向はその他の少糖－リン酸塩

混合溶液においても報告される 18)。これらは，リン酸のリン

酸基と糖質の水酸基とが水素結合を形成し，ガラスに対し

て可塑剤として作用する水分子が凍結濃縮相から排除さ

れるためと考えられる。以上の知見より，PBS に含まれる

塩類には Tg’を引き下げる塩類と，引き上げる塩類とが混

在しており，そのバランスによって Tg’が決まると考えられる。

このことについて検証するため，各種塩類を単独で添加し

た際の影響を調べた。 

400 mM トレハロースに各 136.9 mM 塩溶液を共存させ

た水溶液の DSC 昇温曲線を Fig. 7 に示す。リン酸水素二

ナトリウムおよびリン酸二水素カリウムはトレハロースの Tg’

を若干低下させる程度に留まったが，塩化ナトリウムおよ

び塩化カリウムはそれを大きく低下させた。以上の結果よ

り，PBSを構成する各種塩類はいずれもトレハロースのTg’

を低下させること，塩化ナトリウムおよび塩化カリウムの効

果が特に顕著なことが明らかとなった。 

３．５ 凍結乾燥乳酸菌のコラプスと生菌数 

乳酸菌を含めた 400 mM トレハロース-PBS 溶液を

様々な棚温度（-35ºC，-20ºC，-10ºC）で凍結乾燥した。

試料の Tg’は-37ºC であり，いずれの条件においても 1

次乾燥はラバー状態にあったと考えられる。目視観察

において，-35ºC での凍結乾燥試料は多孔質構造を維 

 

 

Fig. 6. Tg’ for trehalose-PBS pseudo binary system 

 

 

Fig. 7. DSC thermograms for trehalose-electrolyte solutions 
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持していたが，それよりも高温で凍結乾燥した試料は

コラプスしていた。一般に二糖のコラプスは Tg’よりも

十数 ºC 高温で起こるといわれている 1)。棚温度が-35ºC

のとき，Tg’と棚温度との温度差は僅か 2ºC であり，多

孔質構造を維持するのに十分な低温であったと考えら

れる。一方，棚温度-20ºC のとき Tg’と棚温度との温度

差は-17ºC あり，凍結濃縮相の軟化によって多孔質構

造を維持できなかったと考えられる。 

各凍結乾燥試料を 37ºC で 1 週間保持し，乳酸菌の生

存率を調べた。得られた結果を Fig. 8 に示す。本乳酸

菌を保護剤無添加で凍結乾燥し，同条件で保存すると，

生存率は大幅に低下することを予備検討で確認した。

一方，400 mM トレハロースを含む試料はいずれも同

程度に高い生存率を示しており，トレハロースによる

高い保護効果を確認することができた。また，コラプ

スの有無が乳酸菌の生存率に及ぼす影響は無いことが

明らかとなった。 

 

４．今後の課題 

トレハロースは乳酸菌に対して高い凍結乾燥保護効果

を示すが，PBS の共存によって Tg’が引き下げられるため，

コラプスし易くなること，コラプスによって乾燥物のハンドリ

ングは悪化するが，トレハロースが非晶質を維持していれ

ば，乳酸菌の安定性には影響しないことなどを明らかにし

た。コラプスを防ぐにはトレハロース濃度を上げること，Tg’

の高い親水性高分子（デキストリンなど）を共存させること

などの対策が有効と考えられるが，こうした対応が乳酸菌

の安定性に悪影響をもたらす事例は多い。物理的安定性

と生化学的安定性とを両立させた最適凍結乾燥条件を決

定することが今後の課題といえる。 
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Fig. 8. Effect of drying temperature on the survival rate of 
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Summary 

It is known that structural collapse occurs when freeze-drying temperature is higher than freeze-concentrated 

glass transition temperature (Tg’).  Trehalose is a good protectant for freeze-dried lactic acid bacteria (LAB), but 

structural collapse occurs readily during freeze-drying in spite of relatively high Tg’.  As the reason, it was 

suggested that co-existed materials such as phosphate buffered saline (PBS) and LAB reduced the Tg’ of trehalose.  

The purpose of this study was to understand effects of PBS and LAB on the Tg’ of trehalose.  In addition, effect of 

structural collapse on the survival rate of freeze-dried lactic acid bacteria was investigated.  The Tg’ of sample 

was investigated using a differential scanning calorimetry.  Trehalose and PBS aqueous solution samples showed 

freeze-concentrated glass transition and eutectic, respectively.  In the case of trehalose-PBS aqueous solution 

sample, eutectic of PBS was prevented by trehalose, and the Tg’ decrease with increase in PBS content.  There 

was no effect of LAB on the Tg’ of trehalose.  The Tg’ change was summarized as a Tg’-curve in trehalose-PBS 

pseudo binary system.  The Tg’ of PBS was predicted to be -78 ºC.  On the other hand, structural collapse 

occurred when the sample was freeze-died at much higher temperature than Tg’.  There was negligible effect of 

structural collapse on the survival rate of freeze-dried LAB.  From these results, it was suggested that biological 

stability of LAB could be maintained if there was no re-crystallization of trehaose induced by structural collapse. 


