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生物事的材料の凍結乾燥法

第9報珠備凍結保件の検討*

根井外喜男林喬義佐藤徹

大原吉輝中川勇前川静枝

(flt滋fll.塁手研究所 聖書感官官門)
く昭干n:w年 1:2月受理〉

稜々の生物学的材料を凍結乾燥する場合の操作の過程には，最後の乾燥結果に対して影響

を及ぼすような因子が数多く含まれるが，その中でも予備凍結に関与する条件はまず最初に問

題になるところの重要な条件の一つである1)

従来，凍結乾燥の予備凍結に関する報告では，試料の量とか容器のことが多く扱われてい

るへ そのほかには冷却速度についての実験が多少あってめ命的，特に生体の組織などを材料と

して比較的詳しく観察された。その結果，凍結乾燥の目的が本質的に違う場合，例えば組織化

学的検査のためと，移殖用材料製作のためとでは，組織の予備凍結の最適条件が必ずしも同ー

でないことがわかってきた。つまり組織形態学的な立場からは冷却速度はできるだけ大きい方

がよいということは，冷却速度を小さくすると氷晶は大きく成長して結局出来上った標本に氷

晶の脱落した跡の孔隙を残すことになるからであるp.5〉しかし細胞機能をなるべく保持するた

めには逆に冷却速度は小さい方がよいらしい6}0

また種々の物質の溶液の場合などでも，冷却速度と氷品との因果関係は基本的には同じ傾

向にあるが，液体試料では乾燥速度とか乾燥後の性服特に外観，溶解性，活性度などについて

組織の場合とは同一に論ずることのできぬ問題を多く含んでいる。

更に微生物などの乾燥に当つては，生細胞としての機能をできるだけ維持しなければなら

ず，一方には細胞機能は細胞自身の凍結の有無に左右され， しかもその細胞の内外に於ける凍

結紋態は冷却速度によって兵ることが知られているので10) 微生物の乾燥の場合にも当然予備

凍結の条件に対し特別な考慮が必要となる。従来このような点についての吟味が案外に閑却さ

れていたが，近年我が国で BCGの乾燥ワクチンの研究が盛になるにつれて漸く関心が深まつ
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本論文の要旨はl昭和28年 5月日本細菌製食線、食(新潟)に於て報告した。

なお本研究の授用のー官官は文部省科~"研究授によった。
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てきた?-9)然し多くの報告では乾燥とはJ.jlJ1固に行われた凍結融jij!f.の結果から穣々 推理している

程度で，それとても必ずしも一定の成績が得られておらず，結局予備凍結の条件と乾燥成果と

の関係についてはまだ定説が樹てられていない現肢である。

々の研究家に於いては，凍結融解によって細菌がうける影響について種々の角度から検

討をすすめ，今日までに機能的，形態的な立場での幾多の所見川ー1めを得ているが， それらの

成績を基礎として今回は更に細菌の凍結乾燥に際しての予備凍結の条件のうちで特に冷却速度

並に冷却温度の問題をとりあげ，試料である細菌々液の菌最，メジウムの語:類等を変えながら

実験を試みた。

なお本実験では常に同一条件での凍結融解を対照実験として比較検討し，また各種条件で

の細菌の障害霞判定の基準としては生前数並に酸素消費量をもってした。 これはきさに佐藤町

及び大原町が大腸閣の凍結融jij!f.に関する実験を行った際それぞれ生菌数並に呼吸について検討

しているので，本実験もそれと平行して行ったものである。

費験方法

Escherichia coliをブイヨンで一夜培養後， 大量の寒天培地に移殖し 18時間培誌で発育し

た閣苔を掻きとって蒸潟水で3回洗い一定濃度(後述)の菌液を作ったd メジワムには特に指

定したもの以外は蒸溜水を用いた。これは凍結に関与する因子をなるべく簡単にして機序の解

明に便ならしめるためである。 このようにして作った菌液を内径 19mmの平底試験管に 1cc 

ずつ分注し，次のような条件で凍結させた。

1) -30
o
Cまでの緩{受冷却: 前記試験管さと吏に径25mmの太い試験管に入れて二重管と

し，中間に空気!習を作って冷却速度を小さくする。 この二重管に入れた試料を -32~-330C

のブライシ中に浸すと， 凡そ 40~50 分で試料温度は

-30oC にi主する。

2) -30
o
Cまでの急速冷却: 試験管を二重にせ

ず， そのまま液体空気(凡そ -180GC)中に挿入し，

試料温度がー30
0

C に達した瞬間に(凡そ 15~20 秒後)

急いで次の融解ス~ì:乾燥の操作に移る。

3) -1800Cまでの急速冷却: 試験管・を霞接液

体空気中に設すと凡そ 30~40 秒、でほぼ最低温度に達

する。そのまま 2分間放註して次の操作を行う。

以上3磁の冷却条件の実験群を作り，各群とも同

一試料を同時に3本ずつ用い，その中の 1本には熱電

対を挿入して凍結融解の全過程の温度変化を記録し，

他の 2本は処置後の機能測定に用いた。凍結乾燥に対

津

. 
-30 

時向〈分j

tO 11l羽咽

第1圏凍結創l解過稼の温皮曲線
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する比較実験の凍結融解での融解はすべて 10CCの水槽で行った。その凍結融解過程の温度変

化は第1図に示した通りである。

次に凍結乾燥では，以上の凍結融解の喝合とほぼ等しい条件で凍結した試料を予め-30CC

に冷しておいたデνケータ{に納め，直ちに凍結乾燥機に装着して乾燥を行った。即ち 3群と

も同一デ ν ケータ{に入れ同時に乾燥した。なお凝結器には液体空気を用い，到達真~[支は凡

そ10-2mm  Hg で乾燥時間は 6~8 時間であった。

このようにして凍結融解或いは凍結乾燥を行った試料を平板培養して発生集落数から生菌

数をもとめ， またワ{ノレプノレグ検tE計を用いて酸素消費量を測定した。なお以上の実験は同一

条件について各3回ずつ行い，各自での平均値をそれぞれ無処置対照値を 100とした百分率で

表示した。

費醸成績

1. 菌濃度を変えた場合 (80mgjccと25mgjcc) 

1) 生子長率: 陛i量が 80mg/ccと25mgjccになるように作った蒸潟水摺浮溺液を用い

て凍結融解及び凍結乾燥を行った場合の生残本は第1表と第2図に示す通りであるο

その結果は， 凍結融W~だけでは 90~5096 の範囲の低下にすさFないが， 凍結乾燥を行った

ものではそれよりもはるかに低く 40~1096 まで生残本の低下するのがみられた。

冷却条件による差について考えてみると，凍結融解の場合の緩慢冷却は急速冷却よりも菌

凍 結乾燥

酒 量限験例| 生 磁 t 室経 (~G 開校長治決王子‘ (μ)
l 笠法冷却 1 各1ill冷占 ;~J. I Y.if-'!.，l，p"...，b.. +n 念51tH令1iII1急5A冷却

一一一一一竺!I七竺ヤ吐(二坦二I8oQC)_:~ !1ft 型り '(~Ø32:éTI 1ー 1800q
1 100 19 30 26 100 208 181 173 

80 mgjcc I ]工 1 100 1 14 1 22 1 29 I 100 1 231 1 182 1 1汚
17 15 34 100 231 170 162 
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の障害の受けかすこは非常に少くて生残率は高い

が，凍結乾燥の場合は冷却速度による差は比較

中JIj勇大原吉輝佐藤徹林喬義根弁外喜男66 

'00 

的僅かである。

また 80mg/ccと25mg/ccとの菌濃度の差
ao 

についてはあまり明らかでないが，凍結融解の生

際の急速冷却条件の場合に菌量の少い方がやや

生残率が低いという傾向を示す。

A: 60 

要するに凍結融解に於いては冷却条件によ初

会
l
(
Z」

(菌量による差る障害度の差は比較的明らかに

みとめられるが，凍結乾燥ではこれらも多少)

{=戸:z
ー20

の条件による差は殆んどみられないことがわか

った。

生残率を測定したものと酸素消費率:2) 

同ーの試料について同時に酸素消費率を測った

雪道
(-180"1 

結果は第 l 表並に5f~3図に示す通りである。

まず凍結融解を行ったもの

では生残率に相対応したような傾向の結果を示

それによれば，

縫i皮
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凍結 f金子十

第2圏蒸溜水面il，主の凍結副lf1if.と

凍結乾燥の生残率
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すが凍結乾燥では冷却条件によって異h 緩慢
寸

急速冷却の冷却では極めて高い値を示すのに，

管

キ
χ 

2条件ではかえってそれよりも低く凍結融解と

間程度の率となっている。

菌量による差はあまり明らかでない。

なお次項以下の実験結果との比較に便なよ

うに 25mgjccの場合の生残主将と酸素消費E容を

同一回上に表わしたものが第4図である。

100 メジヲムの種類を変えた場合11. 

([適量はすべて 25mgjcc) 

立
公
ふ
↑
〔
え
)

まず生0.5%ゼラチシ液を用いた時:1) 

残率についてみると，凍結融解時の綾母冷却で

急速冷却ではは殆んど生F長率は減少しないが，

60~40% まで低下する。凍結乾燥ではすべて融

)
 

「
品
吃
J
山

1
A
忌
ト
い

o 急速 (-300C)，しかも緩慢，解時の値より低く，
兵主4量
(-3d・j

2袋詰伶イ午

第5圏 ぜラチン商ii，主の凍結融解と凍結乾燥
(ゼラチン 0.5，% 部議 25mgj巴c)

急速冷却の 2条件は殆んど間じ値を示していず

対照

急速 (-1800C)の順に低下する傾向がみられた。

しかしその差は僅かである。

ー方酸素消費率では，凍結融j鮮の場合はほ

ぼ生残王手に相対応し，綬|受冷却が最も低いが，

れも綬慢冷却よりかなり高い J 凍結乾燥でも大体同じような傾向で凍結融解と大差のない値を

示した(第2表，第5図)。

生子長率については凍結融解，凍結乾燥ともに前項実験のゼ

第 2表 0.5μ ゼラチン液をメジウムとして凍結融解叉は

凍結乾燥した菌液の生磁率と険渠消費率

1.0%煎糖液を用いた時:2) 

笈験例

2主検例
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第 3表 I~五球主的主をメジウムとして凍結融解叉は

凍結乾燥した菌液生幾重容と酸素消費率

凍 結国qt 111(， 

生 昇基 準(%) 酸素消費率(%)
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ラチン溶液の場合と同様の傾向を示した。

酸素消費率は蒸溜水の場合に似て，凍結

乾燥の際の綾慢冷却は値は高いが急速冷却で

はかえってそれより値が低い(第3表，第6図)。

考察

以上の成績を要約して，それに考察を加

えてみる。まず各種条件で凍結乾燥を行った

ものを対照実験である凍結融解の場合と比較

してみると，いずれの条件でも常に生残本が

はるかに{尽くなっているので，凍結乾燥の方

が閣の障害度は大さいというこみがよくうか

がわれる。しかし酸素消費量からみると必ず

しもそうともいえずやや複雑な関係にあるよ

うに思われる d

そこで吏に各種の条件で処理した場合の

闘の生残本と酸素消費不とを比較検討してみ

ると， 2，3の場合を除いて各条件での値が概ね相対応し，閣の障害度が大きくて生菌数が減少

する時には逆に酸京消費量は潟大するという関係にある。そのFJ!.由並に考察については大原の

論文12)に諮るが，要するに凍結融解では生残本と酸素Wi'費率とがほぼ相対応しているのであ

る。ところが凍結乾燥ではこの両者の関係が必ずしも一致しない場合がある。

次にもう少し詳しく冷却速度の点をながめてみると，凍結融解では生咳率でも酸素消費率
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でもわりあいはっきりした冷却速度の差がみとめられる。伊jえば既に秋元1~) や佐藤11) が大腸菌

で，また根井等10)，17)が酵母でみとめたところの，緩慢冷却よりも急速冷却の方が菌に対する障

害の程度は大きいが，急速冷却では到達温度によってあまり差はないという所見とほぼ一致し

た成績を得た。従って本文の始めにも述べたように，冷却の条件に関してこれまでに行われた

他の報告者の成績とは相反する場合があるし，またそれらの論拠に間意しがたい点も多い。苦

々は吾々の研究室で行われたー述の研究の結果からその機序の説明を試みているものであるが

細部に五つては佐藤の論文川に譲る。

また凍結乾燥の場合にも，生残率からみれば冷却速度による差は凍結融W(，の場合とほぼ同

一{傾向にあることがわかる。イほしその差は甚だ少く，殊に緩極冷却による障害は凍結融j昨の場

合に比較してわりあい大きいο これは凍結乾燥のi場合は，凍結による障害のほかに乾燥に伴う

障害が強く加わるために，凍結条件による差が被いかくされたようになるためか，或いは他の

3理由によるものか更に検索する必要がある。

次に凍結乾燥での酸素消費率についてみると，冷却速度による影響は必ずしも一定ではな

い。例えば蒸溜水浮瀞液や煎糖液?では緩慢冷却が最も値が大きく急速冷却の方がかえって低く

なっている。生残E容との関係から考えても，急速凍結による値は凍結融j併にくらべて凍結乾燥

の方が小さすきfるのではなかろうか。これらの事実について，その理由を説明するだけの実験

的根拠はまだ得られていない。

そのほか菌濃度による影響については，概して菌量の多い方が菌体に対する障害度は少な

いという結果になった。これは一般に細菌の外界の諸条件に対する抵抗性のーっとして知られ

ている性質であって，凍結の場合にも同様の傾向がみられたわけである。特に凍結では菌濃度

によって氷品の進行速度或いは生成蹴態さらに過冷却度などが多少左右されるのではなし、かと

考えられ，そのための影響なども想像される。

最後にメジワムの種頒として蒸溜水とゼラチシ(蛋白性物質の 1iJtlとして)， 庶梢(糖類と

して)を用いて検討したが，前回の成績1めに比較して，蛋1:'=1や糖による躍質保護作用ともいう

べき成績はあまりみとめられなかった。但し緩憤冷却だけについていえば多少の効果があるよ

うな結果で為った。

結論

凍結乾燥を行うに当り，予備凍結の条件によって細菌は如何なる影響を譲るかという点を

吟味する目的で，大腸菌を用い主として生菌数と醍素消費量の測定を基準として菌の機能を検

討した結果，次のような成績を得た。

1) 凍結乾燥では凍結融解のみのものよりはるかに細菌に対する障害度は大きい。

2) 種々の条件に於ける死滅不と酸素消費不との関係は特殊な場合をi沿いてはほぼ相対応

する。
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3) 冷却速度によって細菌への障害度が呉り，一般に急速冷却では障害が大ぎい。

4) 凍結乾燥後の酸素消費率はメジヲムの種類によ?て必ずしも同一傾向を示さない。
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Resume 

1n order to investigate the effect of freezing∞nditions， prior to freeze-drying pro司
C白 s，upon bacteria in materials， some experiments were carried out with aqueous sus-
pensions of EscheI"Ichia coli. 

Plate count method and Warburg、smanometer were employed for determining 

respectively the viability and respiratory activity of frozen-dried bacteria. 

The following experimental facts were observed. 

1) Destructive effect on bacteria is greater when the suspensions are frozen-dried 

than when only frozen and thawed. 

2) Under various prefreezing conditions death rates approximately correspond to 

oxygen consumption rates with few exceptions. 

3) Bacterial l11juries due to freeze-drying are a任ectedby the rate of cooling in such 

a manner that the rapid cooling causes， in general， serious damage to the organisms. 
4) The respiratory activity of bac士eriafrozen司driedunder the same condition varies 

more or less according to the kind of media employed for the materials. 


