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生物率的材料の凍結乾燥法

第7報組織標本作製方法とし〈の凍結乾燥法について*

特に凍結並びに乾燥依件の吟昧

~Tt平信一
Cí~ì旦科皐研究所 際王幹部門〉

〈昭和'27年刊月受理)

1. まえがき

近来いろいろな生物事的材料，例えば細菌，ヴァイラス，血清， lUL張、及び、通うる離の薬品，

食品類等を長ml保存するためには，凍結乾燥による方法が故も優秀で、あると確認された結果，
とれらの材料のm{*iI乾燥が院く各か商で行われ，又その);法も共2告に改良されて，今日ほぽ完
成の:l~xに控するようになった。

一方動物或は杭!J1JJの組織については， 1lミイ子のn的ばかりでなく，組織標本の作製にも供せら

れ，特に従来の標本作製法には見られない数多くの利時刻々:っている。例えばとれまでの方法

では，ます宗主主有JV乙柿々の化J製剤jによる間定操作が行われるため，組織のJ1文縮，細胞内諸物質の

消失，控性サ;が沿き，或は固定it支の組織内に於ける強散、速度がilliいために標本内外部保の相主主

が生やるなど，不都合な緊~jが少なくない。ととろが，凍結乾燥法によれば，とれらの陣容が除

かれ，刊に組織内諸組物質の化準的な鑓化l主殆んど?みられないといわれている。

Altmann (1890)1)によって創案され， Gersh (1932/ノによって改良されて，始めて寅則的な装

置立立びに挽作として布i介されたとの方法は，結局-'filtのl持a現的な組織固定法ともいうべきもの

であって，低協でサiK:trした組織をそのまま融解させるととなく高度の民主中で乾燥させた後，

パラフイン，ツエロイデン等で包担し，根本作製に供するのであるから，との方法自体の原理

比一般の生物串的材料の湯治お12燥法と鑓る所がない。

さて， Gersh (1932)の護表以来，高[J織の凍結乾燥法についての関心は急:に高まり，繭米本法

に闘する研究も次第に盛んになって今日に及んでいるが，とれ迄の研究方向からみて，とれを

三つに分けて考えるととが出来よう。

第一は， 主として装置に闘するものであり， Tay¥or (1944)，11) Wang & Grossman (1949)，18) 

Harvey (1950\町辻等 (1950)~2) により叶L結乾燥器に多くの改良，簡便化がはかられた。
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第二は，種々の材料について寛際に臨J目された場合で， Bensley & Ger油(1933，'戸 Bensley& 

Hoerr (1934]5) {'，~;が動物中[j織にイ~fLを利JIjしたのをと始めとし，以後主として形態事的及び:T~百々の

醇素， f事f原及び、放射性向f立元議等に闘する組織化率的研究に盛んに利YIJされるようになった。

叉杭物車n献に附しても， Scott (1933)のは顕微次像訟に， Goodspeed & Uber (193-4Yりは， Lilium 

long. のtf~色綜と+.主Etの形態の研究に利m している。

その外， Taylor (1 944)，r~) Weiss (1 ~)43rl， 12) ('n; は動物k:l!織の務杭に Mi~Jずる寅!般に， Strumia勺;

(l 948/ß) は大きなキII織をプラスチックで1~~;(長ずるのに利Jli Lて必り， その肱用組!キjは側めて棋

大されて米た。

第三は， との方訟を寅施する場合の基礎的{削午(例えば凍結抗びに乾燥過干止に於ける和々の

僚件)に闘する研究であるが， との万回iの検討は従来比il史的行過されてる!(て肘り，私が本研究

を昔、i品lした日的も主として，とれらの僚件を詳しく l吟味したいと考えたととにある。それでは

従来組織の凍結乾燥を質施する場合に，どの純度のa立が1?1lわれていたかというに，とれまで

に殻去された資総"lR;Ic;-をみ照し，主に凍結拭び、に乾燥の保干i二について巧察してみると，まや凍

結の依1I!"については割合に除!心がJ守たれ，その中でも特に，良好な中l!椴根本を作製するために

は相官;低温度で車l!純の {~Lキ討をと1Iう必要のあることが以前から抗11日されている。

例えば， Hoerr (19:3(j)，7J Simpson (1941)lfiノ等はlr主体空気を依ilJ(Ger油 1932)ずるよりも;夜体

予言訟で冷却された Pentane l:n "c)或は Isopentane(-19f>oC)の乙が形態康的に結月初:ょいと

iliべている。 Koonz& Rambsbottom (1 939/) は，にわとりの内:ä:位々の低iJ.乱良でì~f.UIした後，常

に一定温度 (-30"CJ 以下~C:冷却し乍ら乾燥して組織内の氷結flJ\態を比較し， その後 Taylor

(1 945ノ1りは犬の神経卒n織を硯i結乾燥し，綿々の保件で行つ7こ i，'\:i'守のりぬlI rl lJ *J誌を記iI~している。

しかしこれらの長織では，主として形態翠イl句腕主主がiJわれているのみ、で，組織化感的検交に

到するJ来最U1~1午の影響については，検討されていないし， もちろん，組織の機能的鑓化につい

ての考察は行われていない。

グくに乾燥の僚1'1二をと吟味した報合に到つてはその例が紙めて少なく，正月l論的に3与えた生体内臨

書iの eutecticpointを規準にして，乾燥過程に於いて Gersh(1932)は-20"C以下， Hoerr (19.36)は

300C以下に和!織を冷却しなければならないと述べで必り，乾燥時11¥1についても慌かに Taylor

(1945)院が犬の語111粍車n織について-1H恨の冷却温度に於ける試料の合水量から多少の知見を述べ

ているにすぎや，乾燥過杭中の組織の乾燥欣態或は説度の消長等に闘する報台例が持無である

ため，乾燥格うに緊jliのn月献な決定訟がなしただ比較的長時1m松除すればよいという杭皮のj英然

とした知見しか作られていない。又とれまでの記Hi!<では品lJ織冷却iJjの225剤j毘度或は乾燥容器協

度をもって，組織自身の慌度とみなした感があり，u'i接続i織自身の慌度礎化を測定していない

し， またiij-¥i''1-の乾燥朕態も精しくしらべてない。廷に凍結の官条約二を一定にし， ~I吃!燥のf像 fLドを脆

々に越えた結果を組織墜的，.或は機能的に比較検討した研究も見あたらない。

要ナるに従来は，組椴を IH31( るだけ低温度で;:r3~漣に凍結し，乾燥も凡そ -30"C以下で長時1M}
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行えばよいといった限度の比較的漠然とした規準に基づ、いて寅施されて来た。

和、は組織の凍結乾燥を行うにあたり，優秀な標本'Jj:作製するためには，とれまで比!院的等関

税されて米た凍結誌びに乾燥過程の諸俵件をともっと明確にする必要を感ヒ，史11二従来とかく繁

雑脱されている本訟を，出来るだけ簡易にできるよう，装置註び、に操作をこ工夫するととを目的

として本拡の研究を行、った。即ちむの動物紺織を材料とし，付に装世3をこL花J花fぎa案してZ硯凍再束{給主説主び、に

l乾t吃Z!燥h限燥安決Lの{候傑1'H乞といろいろに鑓え?なよがら f従足来行わtれLなかつ7た乙紺織の1乾吃燥過程(組織i温毘度:註d泣tび、に乾f

j献v伏jたミ態) の1翻阻察を行い，乾f燥朱絡3米;にく貼を規?定ιすると共に乾燥包坦された為試t料にいろいろな3殺1企と色，特に
ニ三の付F殊殊止去~~託1主と色 Eをこ施して形態的，殊に組織化皐的検索を行い， 前記の諸イ刺LI'の控化にW.う標本

止の主主異'Jj:車11縦型的な立場からよUl攻検討した結果，若干の矢11見を1';}'たので， ととに報背ナる。

II. 費験方法

1.賢!験材料

顕部打撲による致死也後の:卜日以日Fを第 1rU"iilのような ιの大きさに切出して使用した。

とれば出:~(:，るだけ)}JJ.く， lt表面干iitiと院くしで tlJ"\mfR~1\料の乾燥能率を良くするため，及び、後誌の

乾燥j品干止に闘し，一定の依1'1"を附興しようと思ったからである。また肝臓を使用した理由は，

一定の大きさに切り易い，或は!At色に便宜などの利出liがあるからでるる。

第 1圏 組織片の大きさと切lHし方

その桃jjjtは，百'c2， 31尚(7) BS~明!対lに示

したj邑りで，玲んど全部~í'ìI-製であ

る。

A) 民主ポンプ Cenco~W油遡i!i~(

式ポンプで，排気量は持分200Liter 

のものをと1ie.IJJした。

B) 民主主¥.: McLeod型媛、誌の

IJ 、{\~!Jí!"li!(~J式尽きち計 U:，'â1t製)を使用し

た。これは 0.1-0.001mmHg 1mの

民主皮測定が 11J1mで、ある。本乾燥装
置をiJJいての乾燥過杭の民主民は蹴

2. 貰験装置

装置は，大体 Gersh(19.'32)の原法に従ったが，なるべく

簡便でしかも自分の貫!験意悩jにそうように設計自作した。

第 2 隠 主任乾燥袋i夜 9 村~~~~I凶

A. 乾減策i民主主色JAii;'主 B. 'ilt熱溶;政~~ c 士主役 jf主
D iJ:!， r支言rE. 強化カノしシウムプライン F. ¥余滋器
G. 液体空気 H. ift.空言l' 1. 民空ポンプ J. モーター
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約 0.008mmHgで、あった。

c) 除漁棺:液体空気で冷却した保温海部官

器Eづ1:] いた。 {~f結組識から昇華した水蒸訴はと

とで援縮し，捕となって除去される。

D) 乾燥註び、に民主包埋器:乾燥に;12って多

l技管に接続出来る容量約 500ccの硝子製闘消朕

容器で， ととでサ総il~.止す;干の乾燥及び、乾燥試料の

パラフイン等による包埋操作を行う。また乾燥

過粍に於ける被乾燥休の温度を、適宜に保持する

ため， J袋め任意のu'il度に保つである!塩化カルシ
第 3 園乾燥~ftifl.~包法務の略[i;i\

ニェウムプラインの魔法瓶で、外から冷却出米るよ

うにしである。私は自分の貫験の者IS合上，子大の諸貼を特に工夫した。

i) 敢仰の組織を同時に乾燥するが，その中の 1簡に熱電土佐(銅ーコンスタングン線)a:挿入

して，披froO'ゃに於ける温度経過を辿絞的に観察した。

ii) 乾燥器には，更に容量約 20ccの硝子容器を入れ，その中にパラフイン塊と，金属板を1な

さめ，底には小型の電熱器をとりつけた。金属板のJ~.にのせた凍結組織の乾燥が終了した後は

ヒ{グー{を迅ビてパラフインを融解させると，試料は金属板と共にパラフイン中に沈み，民主

中で包担されるようになっている。な;t;-，パラフインは，強め毘空中で一度溶融してなるべく

泡をとって3ないたjJがよく，金属板を使用したのは，パラフインi容融時にj包立ちのため，試料

が容器の外に吹き出されるのをill:Eけるためで、ある。また底に入れてある小型ヒータ{は凡そ

200W位のもので，軍施の際はとれに更に抵抗器をこ1JiチIJし，パラフインの熔融ilk態を凡ながら

7J1l熱の程度をとカni成する。

iii) 乾燥器内には，小型枠Hki毘度計をこ吊り乾燥容器内，特に京iA"1の附近のiKil.度を測定した。

3. 資験操作

前に地べた泊りの--.J~i:.の大きさに切出した二十日以JJF切}\"をこ材料とし，操作J-.の保{午を種々

に分けて行った。質!験は各候111"について， 2，..."..，，')回反覆賢施し，持回l，u-1fii1休から， 7-8 iliiの肝

切Jrぞ切1:1¥して使Jljした。蹴ね冬期から脊j切にかけて行ったので，室ilil.はほぼ、十10'C-十150C
で、あった。その笠!験内各は次の泊りである。

A) 組織の凍結保件をいろいろに縫え，乾燥中の冷却保持温度は常に一定(-300C以下)に保

ち乍ら，乾燥した場合:

三種の極端な冷却症皮により組織の凍結佐行った。そのrlll紘は第4!凶iに示す通りである。

i ) 液体主主4中に直接組おi&H.aこ入れて凍結(冷却漣度凡そ1sOTjmin.)。

ii) ドライアイス・アルコール中に，但約 3cmの千底試験管を入れてゐき，jliにその中に組

識片を入れて凍結(冷却速度凡そ 600Cjmin.)。
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タ壬 i五色時前
3 '1-5" 67  d " 1千 15 1(" 151 ω分

五二;れか/的 30
す閉至急援今;素持〈ドヲ..{1-5λ: M -60 "cJ 

Z:丞?知パヨえ時空弘:的ー，s此)

第 4 臨 組織片の凍結曲線開在箇

iii) 組織片を乾燥器に入れ，その周閣を-300Cのプラインにて冷却しながら凍結(冷却速度

凡そ 30C/min.)。

B) 一様に液体空気で凍結(冷却速度凡そ 160
0

C/min.でほぼ一定)した組織乞いろいろな温度

で冷却しながら乾燥した場合:

大{体本4極の恒温度でで、組紘織4をJ冷令却し2な主吋カがzら乾燥し7たζ。l iOト一一)ト一一一斗-30幼O
i尚iり)一20ゲ。C // 

iii) ーlOOC // 

iv) 宝i昆(十lOcC_+ 150C) 

c) 釘照として，ゅよ幸吉しない組織，及び凍結(液体空気)後一_n室温で融解した組織右とそれぞ

れ室温にて真空乾燥した場合。

さてオくに，凍結乾燥た貰施する場合の具体的な操作を記枕する。

凍結操作について:組織片を凍結した後乾燥乞開始するまで、に，組織温が上つては困るので

抜作はすべて-:300C以下の低槌室で行い， ;ljï;~，'りま液体主支え， ドライアイス，ブライン等をmい
て，いろいろの冷却漣皮で凍結するのであるが，液体主主えの場合は，ま示、異論i撲の金網1iむを作

り，底部に持い銅板を敷いて，数筒の車o織}rをこ故せ，直接液体空気中に波入し，沸騰が経るj主

放置してたいてから取出すのである。その際組織は白く 3 固く凍結していて，答易に鋼板から

離れるι ドライアイス，プライン等による凍結法は前越の通りで，特記すべきととはない。更

に以上のよ:i~な各柿の凍結を行う i低同時に熱電取を押入してたいた同大の組織片にも，それぞ

れの凍結訟を施し，熱電J:fIの尖端は常に組織の中心部にbるようにしてゐく。ずくいで)1象め

-:300C以下に冷却して沿いた乾燥器に，とれらの凍結した¥ll¥料を入れ， (ブラインで啄{給した場
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合はそのまま)，とれを症かに除滋装置に接合して， :;たの乾燥掠作に移る。

乾燥操作について:乾燥器を接続したら，直ちに減)UJ~を開始するのであるが，その市jに装置

内は深め，できるだけ治i.Ut~さにして沿く。減阪と共に組織の温度は低下するが，乾燥の経過と

共に，抗策K上昇し，やがて冷却プラインの協度と一致する。此の盟iでは，もはや大部分の水

分はなくたったものと考えられるので，冷却をやめて室温で乾燥ナる。その後(Q;に温度が上昇

して室温と一致ずるようになる。との射をと乾燥格末思liとZiきえる。

乾燥が絡了した後，第2[舗の小型電熱器に電流を通じると，パラフインが融け，自動的に乾

燥組織がその中に落込んで、包哩されるのであるが，民空中であるから，パラフインの組織内惨

透が念謹で包哩時間はせいぜい 5-10分{立で充分で、若うる。組織片は大抵溶融パラフインの中で、

泡を出し，中には丁度訪YJ騰した熱湯の中で肉片でもヲきているような感じのするものもある。而

しとの際の温度はせいぜい+δOOC内外である。 5-10分位経って乾燥器内に，徐々に空気注入

れると沸騰が也ちに止みb 次第にパラフインが回って来るから暫らく放置した後それを取出す。

それから後は通常のパラフイン包埋法と全く同じで，鋳型に入れ，プロックにし，基本に取付

けて~Ej.切する。 11江切も任意のi早さに挫蹴切片にして取るととが出来る。切片をこガラス板に姑千lî

する場合， ;m.結乾燥法によるものでは特に Drymethodが保則されている。とれば7J'Zをさけて

切片をそのまま卵白グ Hセリンを海く塗布した硝子板に載せ，丁度パラフインが融ける迄の温

度迄下からあたため乍ら指で仲す方法であるがp 出荷り二りがどうしても搬になり易いという級

車líがある。しかし従米のように切片友水に浮かしてガラス叔で、+~ijい上げる方法では組織がくや

れてしまう。そとで色々工夫してみた結果，次の);訟で割合に簡便に，而も締艇に仲良すると

とが出来た。光一何百子板に卵白グリセリン乞持く主主ギrjし， そのJ-に雌く少量の水を一泊落して

から切片をのせ，下からパラフインが融けない経度(十500C以内)に少しくあたためて仲展する

方法でるる。との際過熱のため組織の熱鑓性や弛絞を来たさないように注意しなければならな

い。 次いで乾燥器に入れて乾かし，必要に肱じてキシロ{ル苛;で、肱ノζラフイン操作を行った後

染色を行う。との資輸ではいろいろの依刊ニでi:Q[:結乾燥した，1j¥';rlについて，その結果を組織接的

危立場から形態態的，刊に組織化態的に版記をしたことは，すでにまえがきの項で、地べた泊りで

ある。

IlI.費駿成績

前記の各候N二でそれぞれ 2~8 回づっ行った寅験に於いて， -i式Hの J見i結 rl!l*Jj~は就に前項で

記載した。乾:燥燥経i過Mi.;及b及iび

1. 乾燥過程に於けるi試;与武Iえ羽t切1料;~斗J守}の温皮， 合y水k皮のj泊白長

組織片のt.Kil.度，乾燥器内部の111度，乾燥器外部の冷却温度及び宝溢552を乾燥の経過にそい，

時!首!とともに腕測記鈍した結~‘は，第 51必J-第 11[必!の通りである。
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第 8圏 乾燥経過中の組織の温度曲線

凍結:液体空気 乾燥:室温
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件過:時向

え 3 今 g吟向

第 9闘 乾燥総;品中の組織の温度曲線

凍結: ドライアイス 乾燥 -3QOC附涯に冷却

純益l'J.1l寺1督1
1 之 3 斗 S- 11幸JIiI

~-f& 

掌号磐宇 内1{空E員w一一-一-同一一m一m一一一.イヴ
-30ドミミ三二五ミとニ平手法子=-'←知名誌の判的・峠

' 干 ;t討議盃~世F悦治主

第 10闘 乾燥終週中の組織の温度曲線

凍#.I~: プライン 乾燥.-3QoCF付近に冷却
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とれらの温度曲線から知られるように，全

般的傾向として， との装置で、は凍結及び乾燥

の諸俵件にはJI!~閥係 1Li)fMj~開始後約20~30分

で， それ迄徐々に上一件を示していた組織温が

急激に下降を始め，約10分抑え低温を保った
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第 11圏 乾燥経過中の組織のilMJirrl1l級

組織を~fJill凍結しないで寝泊、で乾燥 /I!Jで州民iの器開の温度と一致ずるようになる。

そζで患聞を除いて外部よりの冷却をやめると，組織ilil.l;i;rJ:激に上芥して約1時111YIリう主2時

間で室温と悶ーの協度迄挫する。との思Idと大体乾慌の~&未到li と:.11.える。組織片とそれを冷却し

後，再び次第に上芥して約2時I}日午jう五:1時

て;;j;;-くための袈剤とのini'j'L度会は， 224剤の温度が 100C，-20'C， 300Cと， f正i誌にな、るほど小

さくなるとともわかった。次に乾燥過桂に於ける試料の令7J，度の泊長をみるに，第 1去の如く

減自宅開始後約 5~6 時IIIl (室温で民主乾燥する場合は約:3時間J)で，完全に乾燥が格了するとと

を知った。しかし刺織温度が冷却温度に一致した黒i1iで、は -100Cの場合は合水度22.4%である

が， -:30oC の場合は 92.696で，ほとんど乾燥していないととがわかった。また組織の冷却1~~;j"!î'

Bこ中止した後，乾燥経了迄車[]織片の!lた

態を肉!I民的に観察したけれどももはや

何等の礎化も認められないし，史に凍

結試料をi氏初から宝iKilで乾燥した場合

でさえも，{nJ噌;の融1fJ!foイ~nと認め 1~}.なか

った。その上凍結試料を室ililでー工1.融

解させた後，室温で民主乾燥した場合

でも，減JW~ をこ開始すると liÜ時に ~{j.{1Ì[結

し，そのまま凍結乾燥が続けられた。

第 1表 機水量(，~臥Eの会合7J，1量 fこ1\'Iする残7J，涯の%)

¥¥、 f吃:飢
組織¥、刷旬I3時間 I 5 1時Il司 I 6 時Il司
}令1;]J¥¥、|

宅 i位 2.9;?b ← 1_~1竺乙~.lí:
92.6%67.7';;;  

-30
0

C阿')氾|幻.8μII悦 1 5.09% I 2.9~ 1以
一一一一一 一一一| 山川一一一一一一-1一一一一一一一ー
-200C 1'1') j!l I 30.2;?;; I rl1 ::二~ I 
一一一一一一一----，111.:';'(.1-一一一一一l一一一一一一
一100CFH j!l I 22.4%後政~ I 

7象情凍結を行わない資料では，組織悦はiI之初:主iKilから始まるが， i刷[1~r\ rJ Mì と 1 ， 0時に ill í~f; ij~l度降

下を示すけれども{}ji給するまでには子Ijらや，そのままl的捺してし玄つoで、Ni'，ii']ミfラ{ヒし， 'Eよ

担!も不能に経った。

2. 斡除後に於ける試料の性J[た阿見

l) 一般性JJた: 乾燥格了後の組織片は，液体室試でサiR~.J~fしたものでは，乾燥時の冷却保件と

は1!!~闘係にいやれも原形のままフワフワして ìl!J桃色によく乾燥して必り，千111で悼み乍ら ;fiP し

つぶしてみると若手易にサラサラとくやれ落ちる。そしてドライアイス， 112化カルシ品ウム，ブ

ラインと，凍結時の冷却謹度が主Lくなる担!iO*五よく乾いてはいるが， 11]1しつぶした際粒r.がJII

くなるようである。主tl\UK行った1剥!iii凍結しない試~，，[の虫i佳良広乾燥では司法l;しないで・そのま

ま赤黒く田く乾燥し，丁度かつ沿ぶしでもみるような所前ミイラ化。状態で、あった。児に液体

主主えで叫l結した後一JI主ililで'M~i詳したものの京iIAIT-主主乾燥で、は jlj.凍結し， J-.，j己の液体主試によ
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る凍結乾燥の結果と同肢の所見であった。

2) 組織謬的所見: 乾燥試料の組織接的な検在にあたり，形態翠p的にはこれ迄行われてきた

ヘマトキシリン・エオジン主染色法及び、開力起訴ij~ ， ff躍琴質総奇制組維ij[作l七f及び

殊3染1企と色訟を施し，また組織化皐的には，グリコ{グン，フオスファタ{ゼ3 核自主，オキダ{ゼ

等の検出訟をと施して従来のイヒ早期国主主法によって作製した標本も参照しながら，前記諸{刻午の-
礎化にwう差異を比較した所見を，特殊な染色方法，検出方法についてその詳細を説明しなが
ら以下)1院を迫って記載する。

i ) 形態感的所見

ヘマトキシリン・エオジン染色所見: 普通に行われている P.Mayerの酸性 Hamalaunで

核染色してから水溶性エオジンで、原形質， *i11胞間物貨当主役染め，細胞の形，核の:1'，¥¥;浩，凍結乾

燥によって生やる氷の結品のぬけた後の小孔，その他について細胞組織の締法的鑓化を翻察し

た結果，サくのような特徴ある成tltを符た。向染色法の操作は一般の方法と全く同様である。

即ち凍結の俵件?と一定(本'宣験では液体空気による凍結)にすれば，乾燥過祝の冷却温度を室

温， -IOcC， -20oC， -.'30"Cと越えても，出来上った標本には，全く吟異がみとめられない。

ととろが乾燥僚件を一定(本質験では初織を-.'30CC附近に冷却し乍ら乾燥)にして凍結の4条件

を縫えると，凍結主主皮によって組織に椛浩的主主主主具が現われ，凍結蓮度のはやいもの程組織の

破壊J毛皮の少ない良好な根本の得られるととがわかった。その特徴を}1!に詳細に説明すれば次

の語りである。

A) 液体主主試で決耕した場合(凍結建度:160cCJmin.， ~吃燥時の冷却保持温度a:色々に控えて

もすべて一様)

仔) 各方向に範裂のあるものが多い。

制 細胞の l愉廓がI~jl按なものと，不明瞭なものがある。

円 細胞核は一般にフォルマリン困fむのものにほぼ似たもの，それより ~:1ì弛綬した感じのも

の(との形態のものが一存多い)及ぴ結氷の跡が歴然と盛って所前半欣綾松 (radkernig)をなす

ものの三種がi必分されるが，一般に!切るくて核小休等もはっきりして居仏内部i'l1j:誌がよく翻

祭出来る。

。Jj、孔は一般に少ないか或は全然存在しないが，同ピ標本内でも;J、孔の存在する部分とし
ない部分又は小孔の多い標本と少ない標本とがある。 ;J、孔の大きさは大休則二細胞の肢の大きさ

を越えるととがなく，而もそれが存在するときは，おn胞内外に同時に認、められ，その場合には

細胞核も大抵本放桜;fl(radker凶g)になっているととが多い。

更にどうしても氷の結tfllの跡とは』花えられない原1I:1不IlJjの小孔が時kt.;;{本r̂]に散点している

ととがある。

ω 全般的に眺めると持活のフォルマリン国主主112本と大会なく，むしろとれより鮮!切な感じ

がする。染色性もフォルマリン!選定のそれと大誌がない。
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方施白1行r)
Gイ)iII11裂がほとんどない。
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f坊 主iH胞外にIJF小誕の形に-致して，液体空気による味付で生じたものより幾分大きい小孔

が一泊Ivこ;({{f:している。

付 ノトヲしはまアこ肝細胞体内にも認められる。

。細胞核内にも小孔が認められるが， とれば液体主試です1¥来たものよりややんきい0
6長 谷市iIlJ自体は全部制の11航に連絡している。

付 全般的にみて， 1:摂亥， 原形f民tリj共与財d仙lぬ12*絞境し7たζJ感感ヒが少なく，何となくI刊りいような外f観i担見主乞ご 1呈t正iする。

C) 一:川lめ0心"C1l削ヒカ JルLシ斗ウムブラ インでで、J味見点{品ω品料結l白;孔Lた上易場志拡;令 (伺β叫味k添尉品斜結lFJ謹度 γ1γ。"Cjm凶in.，
附附、近でで、冷却しながら施u打) 
仰 との依件でのi，J[結はなかなかー":，tし株いため，ある場合にはむしろ B)の僚件で、凍結した

場合に近い像を示した。それ以外の場合はJ({イ以くの通りで、あった。

判 記mn包殺にも， *iI1胞原形立にもUとして小孔が認められない。

付 桁Inl形ド1 1勺;大の小孔が出illnrl外~L )J F小誕の形lこ一致して存在する。

柏市llJJiM妥は，ヘマトキシリンで非常に濃く染って陪り，緊釈で内部柿治が!切らかにはえな

L、。

ω 標本を一見した感じは丁j主網のHをみているようである。

D) 液体岱試で凍結した後，虫慌で融解したものをそのまま宗治!民主乾燥した場合(制服ilj)

げ) *iIl胞核も原沼尻も共に輪廓が不明で、ある上肝ノj、J~の厄日Ijさえ判然としない。

(吟 AJijの大休)斤京ill)J包大以下の小孔が相主って， *iIl胞体内外，市iils['J1妥内外をIHJわや丁度石献

の泊のように不規則にイjミ在している。

以J~"*llþ誌1的な鎚化を一括して去にまとめると，ずく11の討Ç2 去のようになる。

二三の特殊染色丹~jí!.: van Gieson染色法により，試料の)j琴町線維を観察した結果， 主とし

てIin.管JiiW，'lv乙常に認められた。弁連のフォルマリン問主による根本では，よくみると最iIlかく断

裂したffl'f'I羽な机維が集まり，全体としてjJ琴原松市:jf;の来を作っているようなJ践を!Tiしているのに

比し， ì:来事lI~'吃燥法による場合はjJ琴 n*Jí~*l[;の断裂がなく，全体として所前ベトベトしているよう

な感ヒで組制;が帯献に流れてゐり，またその杭度も，凍結控度がゐそくなる杭弧くなるように

忠われたが，乾燥の依併設による様化は認められなかった。

Weigertのよ{と色訟による開力税制f;(i:)観察で、は，試料の中せ;大以上(i:)血管壁に，常に繊細iな紫

色のt泉市:ff;として認められ， 1;司Xk!-，~I乾燥の質施{条件とは，特別の閥係がないように瓜われた。また

フォルマリン固定による根本にくらべて， N4者のヲ32異，優劣も認められなかった。絡子tlJ¥紘維

はヴィルショウスキ{の鑓訟では常に染色されなかった。

ii) 組織化感的所凡
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一一一ι一一一一一一一よ | 
第 2 表 凍結速度と組織の形態的縫化との関係

グリコ{グン検H¥n則正: 日otchkiss の多府知検出訟11)の原王~T\は，過沃皮限 (Periodic Acid: 

H]04十2H20)により，摂成分のアルキル基をこJ1i変化してアルデ、ヒド基とした後 Feulgenの試薬

と結び旦色させるものであって，主主義には多出却のすべてに反応ずるものであるが，従来はセ

ロイヂン切片でなければグリコ{ゲン検II \fま F目指f~で、あ'ったのに， とのJ;訟で|切らかにグリコ{

グンと認められる多1型社内を，パラフイン切凡ーから簡単に検出するととがIH来た。検出法の要領

は， 院とパラフイン後;オくのと必り行う。

A) 過沃度限i夜(i品沃度限400mg +長雨水450cc十M/5酷限ソーダ 5cc)に 5分間入れる。

B) 70%1再結でijtう。

C) 沃度・チオ硫限波(沃度カn艮 1g， チオ硫離ソ{ダ 1g ~こ蒸i'tìlスl'\. 20ccにi容L， 2N盟問交

0.5 ccを)111えた沼精卵cc~と振溢しながら力nえ，硫酸が沈澱するがi1f1l.置する。)に 5 分間入れる。

D) 7096前結で洗う。

E) Feulgen 試奨に 15~45 分!l\J 入れる。

F) 硫般ノ1\.江主(i民 I~納金 0.5cc+ 1O%異性主張硫隈カnJR 2 cc十蒸im水 50ccJで洗う。
G) 水洗後!陀!J¥.封入する。多前五日はすべて紫色又はブクシン色を174.する。

さでグリコーダンの分布紙態は前記のflq浩的提化と問中L 乾燥f射Lt;~こは無関係で、あるが，凍

結保件によって多少左右されるようである。しかし貰!敗例による本質的主主主主は，むしろ試料そ

のものの7らつまり例休芸とか持集時期とかtcよるもののようである。その判特=微E友と各冴凍{

tにこう分トけて， もっと詳細iに説明すれば次のようになる。

A) if~f本主主~\による I~{*if U!枝容却に抵験)

仔) 乾燥保{'Iーとは無MMi系によく当とまるもの，全然そまらないもの，及び、部分的によくそまる
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ものの三通りが翻察された。

制 よくj取っているものでは，細胞原形買が調散性にフクシン色に染まり，細胞の輪廓が明

瞭にわかる外，核が白く抜けている。またその他細胞体内に白いツプツブが見えるが機序は不

明である。

付 部分的によく染まっているものでは，染まり方は悼と同様である。

B町) ドライアイスでで、羽凍{結した場合 q且股j抑期リ明jに寅験)へマトキシリン.エオジン草染色でで、イ小jト、

孔となつてい7たζ士場易丹灼所所H川貯i"及び

が，全般的にはグリコ{グンの濃縮された感が強い。

じ) -30
o
Cプラインで凍結した場合白山侵具flに質!険)B)の場合より濃縮の度合が強く，同椋

ヘマトキシリン・エオジン染色でIJ、孔となって表われた場所，及び、i肢をのぞいてすべて濃いブ

クシン色に染って賠り，丁度赤い網のIIの感じである。

D) 釣照として，フォルマリン回定し，パラフイン包担した標本の場合。

全般的に誌11.い紫色に染仏グリコ{グンはほとんど脆落してしまっているが，少しく残って

いる場所では頼粒flJ，に細胞休の主主r縁部に f;~ き寄せられたように存在している。而も核の存在は

全く不明瞭で、ある。

フオスブアグ{ゼ検出所見 Gomoriのフオスフアグ{ゼ検出法8)の原正取は Glycero燐隈ソ

{ダにフオスフアグ{ゼを作i/jさせて遊離した燐に盟化カノレシュウムを作用させて，燐隈カノレ

シュウムを作り ，Ylにそれにコバルトを作用させて燐とコバルトを化合させた後，硫化アンモ

ンで、硫化コバルトのJfl色或は黄禍色として検出するJ;法である。車n織からとの酵素を検出する

のに，従来はアセトンサ;で、特別jな固定法を施した後ツエロイヂン包現によっていたものである

が，凍結乾燥した組織をとパラフイン切片にして簡]#1に検出されるようになった。

染色法の要領は肱パラフイン 100%酒精を過した後，攻のと;];-り行う。

A) 2%s-Glycero-燐隈ソ{ダ25cc， 27%ベロナ{ルソ{ダ25cc， 2%臨化カルシュウム 5cc，

2%硫限マグネシウム 2∞及び、蒸溜水50ccの混合液に 3時間，十370Cに保って浸漬ずる。

B) 水洗後直ちに 296硫隈コパルト水溶液に 5分間入れる。

c)水洗後直ちにうずい硫化アンモンに5分聞入れる。

D) 水洗， lfft7k，封入する。

との酔素はグリコ{ヂン等のような不安定な物質と異なり，試料のlJLI休業，試料採取の時期

的関係とは，ほとんど無関係に，相常liffr買に検出出来た。作製標本は全般的にみて，従来の化

墜剤(アセトン)固定による標本に較べて染色性の弧さは幾分劣るが，組織の荒廃感が遥かに少

なかった。

その成総は乾燥過粍の後件による禿異は認められなか・ったが，凍結保件の鑓化に í'l~ う諮異が

認められた。一般に凍結速度が早い杭特に犠，原形買の染色'Iil:が減返する傾向を示し，液体空

集で凍結した場合には，ほとんど染って来ない。しかし戸~i謂 Sinusoid ， .rfn.管壁イ容は凍結のイ制L}
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如何にかかわらや，何れも割合に明瞭に染まっているように思われた。

;陵商交染色f1i'・Ji:. Feulgenの常法に従って， キシロ-}レで、切片のパラフインを抜き， .100%酒

精中に一定夜浸漬した後， n円前デスオキシリボ核開交 (D.N.A)乞染め従来の芥宋酷殿博i1芝居5tに
よる標本と縫らない成績を得た。即ち核はフクシンの紫紅色に染まり，各湿の保f午ヲ1そに基づく

成結は，ヘマトキシリン・エオジン染色による形態・撃的所見と大義がなかった。

オキシダ{ゼ検出所見: フォルマリン国定による標本と平行して調べたが，検出は1ij:常陰性

に終った。

IV.考按

1. 凍結乾燥法の寅施保件について

質験装置誌び、に試料の性欣，大きさは大体常に一定しているから，以上の成績は総べて操作

上の僚件発に基づくものと考えて器支えない。ま夕、ーi象備凍結を行った試料の凍結乾燥過程に於

ける温度の消長吉とみるに，府民iの冷却温度に比し，乾燥器内部の協度は常に多少高い。しかし

組織自体の温度は冷却温よりもむしろ低い。との事寅から，外部の踊射熱の影響及び、水分昇華

の潜熱による組織の自動的冷却が想定され，従ってそれらの混度消長を観察するととにより，

試料の乾燥j状態がある限度推測されると思う。

との乾燥遇税に於ける組織の'illa.度f1l1紘を更に前Ilかく分析して見るのに，斡燥器Eこ多i技管に連

結して減[jl~を開始しでも組織温は，はじめの聞は徐々に上昇するが 5-10 分で、停止し，更に20

~BO分で一様に下降をはじめ，約 10 分位の最低1ÎI江主こ示した後， 次第に上昇し，がJ3時間でそ

の薬剤jの温度に一致する。との現象は乾燥容器内部がか貼民開始後5-10分で高民主に越し，昇

華が盛んになるため，同開より受ける熱と昇華による自己冷却とが釣合って視度の上昇がとま

り，更に 20-80分になると，組織片の内部よりの昇華も多くなるためーそう揖度が低下するも

のと Z与えられる。とれはさきに松井清~21 が血清の凍結乾燥の際に得た混度曲線とほぼ一致する。

要するに乾燥過程中に於ける組織自身の温度とは昇華に伴う自己冷却と， .)i1iJ闘より興えられる

熱(輯射或は体導)との誌によってきまるものであるから，府側よりの冷却温度が -100C，

-200C， -80oCと低くなるにつれて，この冷却温院と，拠l織混との混度差が1)、さくなるわけで

ある。

非i1fi結試料，及ぴ凍結試料の室温乾燥に於ける組織片の温度消長もた休上記の傾向に一致し

とれらの場合は組織を冷却しないからが13時間前後で、既に斡陳格ラiミ見liに到達したので、ある。

さて組織溢が，次第に上昇してついにその冷却温度に一致するというととは，容器のJ二方か

らの臨射熱が極めて少ないとすれば，その温度での組織からの昇華がほとんど行われなくなっ

たか或は非常に小さくなったととを意味するものと思われる。そとで、外部からの冷却をと中止す

れば，初級協度は漸次上昇するが，同時にその温度に相営して蒸気艇が大きくなるので，もし

まだ水分が縫って居れば克に昇華が起る。かくして与え第に温度が上昇し乍ら最後に組織、凪が室
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温に一致する迄乾燥が結くのでるる o ととろが弟;1去からも知られる通り，震際はとのような

冷却中止賄で、の組織水分主は相賞多く残存しているから，ととで冷却を中止するととの可否，

つまり雨後の車Il織の融僻ーのな無が問題になって来る。

しかし私は，冷却下l'止後試料の視察を航行したが，少なくとも肉眼的にはイrW'f;;の融解f設も認

めなかったし，乾燥試料の一般性Jj止をみても所前ミイラ化はみられなかった。

1!iに期 fl投鋭的にも副!1~干の結果と，官、われるような組織像を認めなかったととは，一旦凍結した

試料を IIJjらかに虫j院で蹴!1鮮させた後室i慌の民岱乾燥で;~lJ-凍結した場合の組織段と具なることか

らも昨かであると::}きえている(車II織標本の頴微銭53民参na)。
ちなみに，中山等 (1950戸〉のW.;片をみてもほぼfll]純度の民主度で 0..'lcm3の)Jf切片左凍結乾

燥する i必合，ほ~-300C に保持し乍ら 5~6 fJ寺Il\Jで大休乾燥されたものと考え，そとでで、;冷合却を

仁中iド1孔勺J止[

いるようでで、あるが， とれを私の寅験成~Jlに比較してみれば，以上のような{食料ーで、は組織からの

肱水の )(!iとはむしろ冷却中止後の 1~2 時1mで行われるのではないかと考えられる。

従来乾燥過程内に於ける組織の冷却の必要ttが強調され， {PiJえば Gershは 200C 以下， Hoerr 

は-300C以下の侭視を保持しな付ればならぬといっているが，私の賞験結果からみればそれほ

ど冷却しなくても組織自身の温度はかなり保協度に保たれるし，また車[J織撃的Ji)i'見から宝視乾

燥ですら全然刷併{裂を認めないので， iiI1:て賀iIJ的には長時間!の冷却保持を必要としないように

足、われる。ただ抜也や民主ポンプの関係から乾燥初l担の一時(:t'~なキrLMiUlilの上昇に ij:}~~し，また

主主:ilii放置の品々合は p加i よりの l!î;l\射を通常に遮る必要がるる。しかもな必，一回王11~論的に組織の

eutectic point ~と考慮すればそのiEl度以下のil1常低i足度に保たれないと融1fJIr司その他のJI)，態鑓化の

;出る可能性のあるととも怨除される。しかし一般に，凍結l吃燥に於いては， l吃J:W~がすすんだな

らば，いた歩、らに低-m.に仇とってたくよりも，むしろ過常に温度をあげた方が乾燥の効率がよく
なって乾燥時I!日が短縮され，しかも被乾燥休に釘しては，もはやるまり縫化を来たさないと2与

えられているが，組織の凍結乾燥法に於いてもとの軌を芸者きしたものと忠われる。

な沿， l町議試料をパラフインで民主包主!llする¥y，j号に泡立ちのみられるのは， Jtt~"I- 1i:正;jJTI;空中で

宝i且よりぷ:jい制度で、あたためるわけであるから，児にその温度で、の残存水分その他の令市物が

カ、、ス欣になってtHて来るためと忠われ， これについてrll品等(1950戸〉は，泡立ちの少ないもの

14乾燥j状態がよく，作製標本も良好で、あったとのべている。

2. 乾燥ili\~，'1 の性献について

iり) 一般性j欣i伏たに;及及び

;凍耳束{結}乾;陀吃燥Eをと行つ7たζ卒組利iリl織から切)パiaι4棋棋?票禁Zz-木イヰを作:宇製ド腿2羽すす』る際， 本法の第一階主主である強制ii凍鮪の迷度を

大きくする科，氷の結ffllの跡のノj、さな根本が得られ，市も形態率的にみてザ過の諸mt化串剤周
)iごを施して作製した標本と諮らない。或はそれ以J二の良好なものが件られるととは Gersh(1 9:l~) 

以来， Hoerr (19:m)， Koonz "n; (19J9)その他によって認められ，また肱JIJされて来たところであ
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り，水質験でもそれが確認されたわけである。tJ:jな乾燥試料の肉nrW~'I主)jJ~からみても凍結謹度

の法いもの程，乎指で、技みつぶした際の1¥，i:Iが微*fllで、あって，凍結による氷結が極めて小さく
而もー，日;であるととが容易に想像される o

正思想的なえ!:~1設備凍結訟としては，一瞬にして組織に所前方、ラス化 (Vitrification) が必とるj)í:.

の凍結蓮度を興えるとよいのであろうが，通常用いるくらいの大きさの組織八点ではこのような

主謹凍結は容易に認めない。まや Hoerr(19:36)の法， .urJち液体窒素で-195'C近く迄冷却した
Isopentane r! qc Iu1iHIf織をi支出するのが現在で、は故誌のブJ訟といえよう。 しかし{1.、はこれ等材

料の入手が問Y%なので::'~/J~注凍結には液体空気をJljいた。そして貰験の rl ~I'~に従い， 1足立_Uif織

の19~備凍結の保1'1:~と所司fj{J:ill/5Ji~:l" rf-I nu迩皮の凍結及ぴ絞'I~凍結に分けたのでるるが， {~[結と

いう現象は組めて微妙であって，保ftを犬々常に一定するととはやjlk困難で，三五買おi&2去にも

示すとゐり，組織に割合一定のi.rt[結保件を附興している44:の液体空訴による2:迷凍結の場合で、

さえ，いろいろな司法M裂の抗1オヰがf号-らtしたととからもそれがffうjよされる。

そとで，まや組織の凍結乾燥法に於いて，張。ili凍結を資施するとき，凍結保件によって著

しく左右される組織内の氷の結品の'I~!:!iたについて，各々の乾燥試料をヘマトキシリン・エオ

ジン染色した標本から吟味してみるとお(C2去に示すと公りで，とれから戎の諸事項が想像され

る。

A) 冷却強度の迅いものでは，細胞外にのみ大きな氷の結ff111の跡が認められるが，品m胞核及

び原形質内には氷結の跡が全く認められない。とれば組織を緩慢に冷却した場'合，まや細胞!日i

隙の休液または切断面iの破壊された細胞液に小さな氷の結IRIが出来，それが次第に成長唱えす

るにつれ細胞内から水を引出すために細胞内液の濃度が高くなって，細胞内にはーそう氷がで

きにくくなるのであろうと想、像される。かかる所見は Koonz等 (1939)がにわとりの筋肉キu織を

絞t~に凍結した際に件た続的制泉の所前期Il胞外凍結と稀している校式に一致するものと均一えられ

る。

B) 冷却法度がそれより尽くなると，所前細胞IJ見の防製作Jijが失われ，細胞外氷結とほとん

ど同時に原形tt或は核内にもええf占が沿とるものと忠われる。とのように細胞内111t~占が沿こる場

合は，冷却~度が大きいほど小さな氷IRlが多敢に生十、るわけである。

C) 1Iiに凍結強度がたきくなれば，原形民!^!の氷結もあまり日立たすコ，殺の凍結1'II;zのみが認

められるにすぎない。そしてì4i結が瓶詰lMvc.:ti!~謹に行われた場合で、は氷結後の小孔は杢く認めら

れない。

D) jlU一{段削f【i三でで、J冷令却しても， いろいろの7形i隊予のJ凍司来{品奇私斜!:剖I

大きさから才巧5え，内外J耳i結速度の:;:';:によって部{町内に氷結r'l?"IC)..:ノj、の主がI-U来るのはもちろん

細胞ネi附在の1[1.\1本来とか，試~，'I を:切出すときの1fJ陪IJ(I"j なげj三治的だ具或は7剥I117凍結の 1;去の人括的な

技術上のi';:に:!iI;:づくものとJラえられる o

E) 刊にな主主凍結を施した場合，標本中に氷f'l?"の跡と忠われるもの以外に， Jfミ序不i切の微布[¥
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な;j、孔がみられるととがあるが，とれは Hoerr(1986)のJWW百脂肪D抜ttたWAi，凍結時のガス形

成，或はキI出世J1欠*t百の影響苛;によるものとJALわれる。
F) な~， {j:謹凍結をと施した根本にしばしばfJIR裂が認められるが， とれば期、被鋭的にも見え

ないような捌くれ明Hlな氷粒の跡が仲良時に断裂の原l天!となるためであろうと二Jまえている。かか

る断裂は仲良時のi'I:立で、ある粍度j虫けられる o

主J~X{の液体空気で山幸J; し宅'iK~で--JI 副!1'浮した後，手注目立民~~乾燥して得たJえ料にみられる凶凍

結{裂について一考えてみるにヲ二!;述凍結により試i;'!-rAJにー而に制く 1f，;z車問な氷粒が生じそれを制!

併すると細胞椛訟はー肱保たれているとしても，性JUと的にみれば既に無+i"l訟に近いJIた態になっ

ているため，再凍結するときは*m胞肢，同{形民主主は段の;tþ~担ょにカi掃討係に+浮ì}j[結の{廃刊二に iH臨

した7J(11"I'1が生じて来たものと}:目、われる。

よIIに，二三の![-s殊法色による組織内の特'ιな1'1'，):成分の検索の結果を二Jぎ出してみるに， jJ雲間綿
布ffrについては，フォルマリン霞tι訟によるものではとまかに断裂したff.¥(:rl[Jなお.jH:j[;が集って一つ

の米を作っているが， これは化J早剤による一部の artifactであって， との車;jH:j[;の本米の形はや

はり ì~i針足立燥訟でみられるような足形をこ止した~f!!~\t形のものではなかろうかと:Jきえられる。仰

にむli材Jの謹度によって来呉の生やる見Iiからも， とのととが:臣、f殺される。

これに反して弾力ま阜市:11;は臓器組織のq\jγιな定形的，j:i'，]成主:Jj~維で、あるため，化製剤固定，凍結乾

燥法及び、その宜施{制'1-.の如イflJにかかわらやそれが存花ずる !U~ 仏常に同-j状態に染色されるも

のと%えられる。

ピルショウスキ{鑓訟による格子i状線対f;の検索は， ì~~結乾燥法による標本では結常染色され

や，その詳細については児に検討中である。

ii) 乾燥試料の組織化J型イl句JWJ!についての考投

主.'LPJ食成結のrt1f乙於いて認められるように，通常の化準的固定法に比岐して，凍結乾燥法の特

色がよく確認された。要するに組織化接的検;yU亡凍結乾燥法の賞JIjされる四rlJはととにあるも

のと瓜われる。またその資施保件については上記の形態事的検交の結果と同様，凍結保件の影

?!1 と dIU、われるような沼化は多少あったが，乾燥の依1!r-~Ç~は全く認められなかった。

グリコ{グン染色は常にノkを避けて行われなければならないために， A足米の Bestのカルミ

ンによる染色法に従えば，乾燥共料をツエロイヂン包埋ずる必要があり，繁雑~免れない。と

とろが:ir主近 Hotchkiss(1948)叫が抗11日 i- る虎の多横~)'j染色法~J百いると，ツエロイヂン包tlj1Jc.よ

らなくても，乾燥試料の肝細胞内グリコーグンは，パラフイン切H-から存易に検/lUH?l(て，し

かも前記のように!好結果の件られることがわかった。ちなみに Hotchkissの万訟を;栄枯乾燥法

にfif'JiJした報汗では， Gersh (1949Piが Golgi抜位のn，j;)或.lf((::H1:閲する研究に於いて， lii}fi(乾燥
試料のパラフイン切J¥i'Jュら所i自民'ill:i ['1 :を1創刊し7こ主f!t役成主主にその例をみる。

在、の賞品段成杭でf;]:，前lliのようにフォルマリン防f'ιの標本ではグリコ{グンがほとんど))jt辞

しているか，残ffi しでも !l!fili~:}IJ\のグリコーヂンがおflJ胞の泣紘郊にJ4・きょせられたUHC.~;ß占うられ
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るにすぎないのに反し，凍結乾燥法によるものでは，その貰施保件にかかわらや細胞原形立に

禰散性に認められ，市もグリコ{グンの存在しない核の部分は歴然と由くぬけてみえた。との

グリコ{グンは比較的不安Jιな物質であるためにむU'lの伽!休1~:，採取の時期等によって検出

成結が左右されるけれども，それがイjミ干f:するかぎりは1Y常J-，記の組織慌で検出される。 q与に私

の質般に於いて司法lp;吃燥訟による肝細胞内グリコーダン検出法の利目liが，試料のパラフイン切

片に新Lい Hotchkissの多概刻扱色法を施すととによっても確認されたわけであるo

フオスフアグーゼは生体内及び前!l胞体内 ~L於いて，吹く無機|忠類，合7J，探索， J1fJll}J，知脂肪

板隊等の物質代謝に直接，或は間接に閥興し生現的にとれらの代謝が行われているととろに必

十存在するばカ、りでなく，代謝が異常にl凶器になった場合~L :l:ff担する外，異常代謝に際しても

出現するといわれて民り，町との意義をliilJnJjするには，生化眼的乎扶によるばかりでなく， q:!l'に

組織準的に本酵素出現の部位保{[¥叶;をI切らかにする必要がある。かかる立味に於いて近時組織

化準的検索が主要服されて来た。 çl~でも，主として動物性の月niif~ アルカリフオスブアグ{ゼ、の

検索に，多くìJlt~iti斡燥?去が;，f;lJffj されるようになったので，梨、も水質験に於いてとの酵素の検索

友試みた次第で、ある。

一般にJfF細胞では)W~~l Sinusoid に多く認められ，油11~ ， :1妥，原形質主主には見IUされないとい

われているが， Glycero-;以前立ソ{グを合む混合液に長時間浸出ーすると，核，)Jf(}開1-共に染って来

るようである。しかしグリコ{グン染色と具なり，どの際水に於いてもほとんど匂:常のように

検出できたのは，グ、リコ{グンのように不安定な物ftではないからであろう。

木内手京は通常車[協E長Eとアセトン固定するととによって設IlJiされているが，その約2096は挽作過

杭仁I~に喪失するといわれているにもかかわらや， ì~~結乾燥法によって作製した慌本と比較した

;場合，むしろ後背の染色性が幾分弱く， しかも {~Lw占漣!立がえなる程，それが著しくなる傾向が

あった。

かかる所九及びコl主行して行った凍結~l吃燥組織のI~夜来it'H~萱1WJ:Jごの質験成杭幻)から考えても

凍結によって生体内酵素は，いろいろの機能的陣容をうけるととが想像される。

核被染色では Feulgen の抗lIl'lずる昇求階限溶液国定法によらなくても叫[~~1f乾燥法で、充分その

日的を挫し作ることがわかった。IljljFeulgenの組織細胞1-1-1の)W前プラスマ口{グンをプラスマ

{ルに越えるためには，切片のJjjtパラフイン友行った後，純洞j官 I:j~ に充分泣泣する必要がある

よう rc}J!、われる。

オキシダ{ゼの検IH成結が常に陰性に絶ったのは，その原l主!がパラフィン包却にあるのでは

ないかと考えているが，詳細はJJirc検討rllで、ある。

V.結論

Altmann-Gersh 1，[;;の1.iiJfrfiした組織の凍結乾燥法は，近時谷方而に附く手IJJIJされるようになっ

て来たが，私は従来比較的行i1lliされていたi'llL結此び、に乾燥過程の諸保件乞吟味する目的で，大
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休原法にf放ってtl行使イじした装置と方訟をTfjい，二十日以肝を材料とし，主として組織接的所見

からとれを記求した結果，さたのような成忠良を作た。

各極染色訟による形態眼的所比からみて，組織の凍結乾燥訟に於いて，ì~i結の保ftpは乾燥材

料に大きな影響を:Bi~ え， 頴期if微!岐投鏡十ι傑，11禁;里1叫4木(1'行作t乍f製の7たζめiに乙Jは3土:i味点封紡;建皮のi述i主:いもの杭!月形[杉宇予;態[1が的い内L句j鑓化が少なく
Eま長7たζ高翻i凶附liX'~

早串~íÝ.杯的Ý.い内L句、う]1検念子治『に到しては， i味オ来i料結;乾斡'):，限込法の4特5色が目的昨世告t認さtれL7.たζd外ト， その檎在訟によっては味結時の帳件

:);::に伴う多少の縫化のあるものも認められた。一方乾燥過砲での組織の冷却保件による影響は

比較的少ないととがわかった。従って室温で民主主乾燥しても，~i時間且つ簡便な操作でナみ，

しかも良好-な組織恨本が得られた。

告lげ日j，組織のJ束事if乾燥に於いては凍結の依f午に故もj主;むを要するととを認めた。

稿をと沿わるにあたり，終始御懇切な御指導を戴いた根井教授， fXiJ校|沼， Jl)J言'Ji::仰いだ武田教

授ならびに染色」二の出ijで、いろいろと狗l便宜をはかつていただいた1・L皆大城fJj叫土にはく御躍を

けiし上げます。
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R会sum会

Freeze-drying of tissues by the so-called Altmann-Gersh's method has been utilized exten-

si vely for biological investigatiolls，巴sp巴ciallyfor histochemiCod and cytological research. But the 

essential koowledge 00 the fundamental conditiollS of this procedure has not sufficiently be巴n

established. 

This experiment was ulldertaken to measure precisely the temperature challges during the 

process of freezing alld dryillg， and thell to observe the morphological alld histochemical proper司

ties of the products dried ullder various cOllditiollS. 

The apparatus， c'lpabl巴ofbeillg operated wi th eas巴， was design巴d alld employed by the 

writer himself. For mater匂Isto b巴 driedmice li vers were used. 

As the results obtained， it was lloticed that the structural llatur巴 ofthe products was de-

pendent upon the pre-freezing condi tions befor巴 drying: the more rapid th巴 rateof freezillg 

of the tissu巴s，the less w巴reboth the size of the ice crystals alld the morphological challges. 
The temperature at which tissues wer巴 mailltailleddurillg the drying under a high vacuum 

exerted llO remarkable illfluence Oll the properties of the products. 日ow巴ver，when the tissues 
were kept at lower temperature throughout the drying， the period required for compl巴tedrying 
was rath巴rprolong巴d. Therefore， histological specimens for practical use were obtained by pre-

freezillg in liquid air and by dryillg under a high vacuum at room temperature. 

Several stairiillg m巴thodsfor histod日micalinvestigations were tested to demonstrate glycogen， 
phosphatase， nudeic acid and other chemical constituents of tissu巴 cellsdesiccat巴dunder various 
conditions. 



生物象的材料の凍結乾燥法

凍結乾燥標本の綴微鏡寝翼翻

話 i) 試験材料は阪:越のとおり，すべてーu.日鼠。
iiJ すべて同倍率，強廓大 (X600lで織彩。

圏版 1.

(ヘマトキシリン・エオヂン染色法施行j

1. 液体空気(約一180"C)で凍結し， -30"C附涯に冷却し乍ら民空乾燥した場合。

氷結による核の破F謝祭が所々 にみられる。中;k:小11'生は血管。

2. 液体空気(約一180"C)で凍結し，室温良空乾燥した場合。氷結跡な〈核の様活

明!僚。
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3. 液体空気(約一180
0

C)で凍結しp

室池で一旦開ti1咋した後，室滋tfJ:
空乾燥した場合。 flj.凍結による

不規則な氷品跡l明瞭。

4. ドライアイス(約_650C!で凍結

し， -30oC F付近に冷却し乍らlfii:
空乾燥した場合。講師IJrr原形質内
外及び核にも氷品跡がみられる。

5. 磁化カルシウムプライン(約

-300C)で1凍結し. -30
o
C r術:立

に冷却し乍ら民空乾燥した場合o

Pir認知lß色タト凍結fg-~明i味。
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麗版 11.

(Hotchkissの多絡類染色法施行)

1. 液体空気(約一1800C)で凍結し，窓溢民空乾燥した場合。グザコ{ゲンはIH:

議11m@.原Jf:主主f内にi鮒m:性にみられ，核は白〈ぬけている O

2. 7オノレマリン[占l定で作製した標本(劉!¥の。グリコーゲンは殆んど脱落してし
まっているが，僅かに残慣しているものが頼粒状に細胞の溢総郊に掃きょせ

られたようにみられる。 J践の存在は不明。
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劉版 III.

(Gomoriのアオスアアターゼ検出法施行)

1. アセトン|宣l定により作製した燃本 (~i!!の3 核， J血ー;引品問(左下~;!.J)， Sinusoid fこ
明!僚に検出されている。

2. 液体空気(約一 1800C) で凍結し，宗泌氏~!I!L 1:!Jh した場合。全般に染りが務( ， 
Sinusoid にのみ明!僚に後lHされている。氷品跡小孔がみられる。
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3. ドライアイス(約-650C)で凍結し， -30
o
C附;庄に冷却しながら民空乾燥。

核， Sinusoidに明l!Jjtに検出されている。

4. I強化カノレシユウムプライン(約-300C)で1w紡しt -30oC附近に冷却しなが

ら~空乾燥。全般に決りが5!Î\い ο
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