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Tokio NEI， Yoshiro SASAKI and Eishiro SHlKA TA 1956 The Breaking of 

Tobacco Mosaic Virus by Freeze-Drying. LoωTe1nρerature Science， Ser. B， 14. 
(With English resum岳p.85)

Tobacco Mosaic Virusの凍結乾燥に

よる断裂について於

根井外喜男 佐ゃ木芳郎

(低温科学研究所 医学部門)

四方英I!Ll郎

(J.災学部植物病.Jm学教室)

t昭刊 ;)1年 7月受理)

緒 吾
毘

生物学的試料，特に細胞i手洗液などの電子顕微鏡標本を作る際には，乾燥の方法が問題に

なる。従来は一般に，試料を支持!院の上にとってから窓温かせいぜい 40~500C くらいまでの

瓶度で乾燥していたが，このような乾燥方法では，乾燥過程で作用する表面張力のために細胞

は変形し本来の形態とは多少異なった散を呈するものと想像される。近年この点、について再検

討‘され，生物体の自然の立体的な形態をそのまま維持するためには，凍結乾燥法を利用するの

がよいといわれるようになってきた九

Tobacco mosaic virus (TMV) の電子顕微鏡的研究に於ては既に平くから凍結乾燥法が

採用されて，室温の空気乾燥の場合とは少し所見の異なることが報侍されているの。また TMV

の凍結乾燥標本に於ては，個々の virus で幾倒かの郎分に切断されて.i1\~立をなすもののあるこ

とが Riceらの及び Kanngiesserらりによって見出された。 しかし彼等は単にこのような事実

のあることだけを線告し，それ以上多くの検討を行っていない。

一方， TMVは加熱， ilill音波，紫外線勾:お也被の物理的化学的な処]豆によって分裂その他の

形態的な変化をおこすことがしられておりめ，若者の 1人四方も電子顕微鏡的所見からの詳細

な結果をw告しているめの。
まずニ1'tU十は数年来凍結乾燥?去を電子制微鏡学へ応用することについて実験して居り，その

研究の __l~I{ として， Riceらと間接，凍結乾燥によって virusが附裂するという事実を確認した。

そこで蒋1者等は史に TMVがどんな機序で切れるのかという点について検討をすすめた。

持 北海道大学低温科学研究所主主KilW， 357 -lj 

低混科学生物篇鎗・14紛昭和 31年
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実験方法

使用材料 TMV を本葉 4~5 枚に達した若い熔平 (Nicotiαna sylvestris)に採種し約

2週間後にHJi病葉を刈りとって凍結貯賊しておき，次のような硫安11it祈及び等'道点沈降をくり

かえすところの化学的方法によって精製し， これを実験材料として佼用しずこ。

凍結楽を際砕後謝i解

2
問

反

復

カーゼl乙て汁液をしぼる

3500 r.p.m. 30分遠心洗澱

上清を一夜凍結(約一IO-C)

融解

3500 r.p.m. 30分遠心出澱

↓ 

→上清ート硫安 (1/4飽和とする)30分放置

3500 r.p.rn. 30分遠心i完澱

↓ 

tt澱l乙pH6.8の燐酸緩衝液:a原液泣加えて virusを分散させ30分放置

-3500 r.p.m. 30 分遠心む~澱

上消を pH3.3(1/10 N HCl Kて)とし 30分放校

3500 r.p.m. 30分遠心出澱

法話控を pH6.8のJ燐酸緩衝液の原液f立にとかす， 30分放置

12，000 r.p.rn. 20分遠心泌澱

上 1百

凍結乾燥法: 第 1ti?iのような乾燥器を自製して用いた。先ずゴロジゥム!院メッ νュを金

属ブロックの斜面に張りつけ，このブロックを漠'主グリ{スで乾燥器のl誌に密着-させる。次に

噴霧器の導管を挿入し，乾燥器もろとも，ジュワ ~J祇にいれた液体窒京中に没して -1900C ま

で充分に冷しておく c そこで試料を。VaponefrinCo.製の nebulizerでl噴霧する。 噴霧器は特

別に考案されたものでごく微細な議粒だけが噴出されるようになっており，この霧:出土予め冷

却されている導管を通ってブロック斜面の支持!院にふりかけられる。メッ νユ自身は前に述べ

たように液体室恭の温度に近いところまで冷却されている上に熱伝導もよくしてあるので，ゴ

ロジヲムl民間に衝突した微細消は非常に急速に凍結する。 このl時の滴の大さは数 μ といわれ
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1) I噴窃凍結の過程(常圧) 2) 凍結乾燥→シャドウイング

の過程(真空)

第1図 凍結乾燥蒸着装訟とその操作過程

る1)。なおただ1回の噴霧では滴数が少くて検鏡の際不便であるから凡そ 10回くらい反濯する。

このようにして試料の噴霧を終れば，導管を引をぬいて蒸楚装置につけかえ，凍結乾燥機に接

続して直ちに減圧を開始する。1O-~ mm  Hg 以上の真空に達したところで冷却用の液体窒素か

ら抜き出し，それから後は乾燥過程で試料が融JWするのを防ぐために --300~-400C くらいに

冷しながら， いわゆる凍結乾燥を行う。 Williamsによれば -450C，5 X 10-4 mm  Hgならば

10乃至15分で乾燥を終了するというが， 我々の条件は少し違うので大体2時間くらい乾燥を

続けた。なお凍結乾燥機のゴ{ノレド・トラップ。には液体蛮京を用いた。乾燥の末期には室温ま

で温度を上げ，充分に乾燥を完了してから，蒸着用のヒータ{を加熱してνャドクを行った。

従来のように凍結乾燥後試料をー且大気中に出して更に他の蒸着装置に入れなおすようなこと

はせず，乾燥機と蒸渚装置とを間一容器内に納めたのは，大気中の水蒸気による乾燥試料の変

形をおそれずこからである(但し一部のものは乾燥後一且とり出して別の蒸着装置でVャドクを

行った)。 νャドワをつけるにはパラジウム(一部にはクロ{ム)を用い， 100の角度で行った。

電子顕微鏡は日本電子光学研究所製の ]EM-4及び 4C型を使用した。加速電圧は 50KVで，

大部分のものは，直接倍率10，000倍(一部7，000乃至20，000倍のものあり)で写真撮影した。
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実験成績

1. 室温空気乾燥

通常行われている方法に従って，試料を 1i尚コロジゥム!民ょにとり室温で自然に乾燥した

ものでは，図版1及び 2図のように大部分が 300mμ 前後の長さの梓状の Vlrusであって，

次に述べるような断裂{設をみることはない。

2. 涼結乾燥

実験方法の項に記戟した条件で凍結乾燥を行うと述鎖状に切れた virus体の点在するの

がみとめられる。この断裂 virusの出現頻度は正械にはわからないが，そんなに多いものでは

なく， 全体として総virus数の 10%以内くらいであろうか。 しかも視野によって多少多いと

ころもあれば少ないところもある。凍結乾燥標本ではこの定型的な述鎖状のものが現われるば

かりでなく一般に virusが切れて長径が短かくなっているようにみえる。

これらの virusは，そのνャドワの状態からみて，殆んどすべてゴロジゥムのl諜面に宅密着

% 

対照

20 

〉東~*融解

G 

20 

10 

第2図 TMV粒子の長さとその出現頻!lI
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しているものばかりであった。 凍結乾燥法の特徴からいえば，立体的配位をとってj民間から浮

いているものがあってもよい筈であるが，そのようなものは見当らなかった。また全く閉じ条

件で標本を作ったつもりでも，比較的分裂{設の多いものと少いものとができて，必ずしも一定

の成績は得られなかった。

いま定型的な述鎖断裂ff6<についてもっと詳しく観察してみると(第2図及び図版参照)

司法rr片粒子の数は一定しない。 2í古から多いものは 7~8i自になるものがあるが，大体

5箇前後に切れたものが最も多い。

2) 各断片の個々の長さは必ずしも一定していないが， 40m，μから 80mμ くらいのもの

が最も多い。然もその範囲内で出現頻度は4つの山をなしている(第2図の下段右)。各断片の

長さを合計すると次の表に示すようにほぼ300mμ前後となる。

第1表 凍結乾燥による断裂粒子の長さ(特民連鎖をなしているものだけについてみる)

[No ilN仏 2lNO3lN04lNO51N仏 6|NO71N08N仏 9
(mμ) I (mμ) I (mμ) I (mμ) I (m判) : (mμ) I (mμ) 同μ(mμ)

第 1断片 141.0 69.5 153.0 100.0 71.3 79.0 182.0 58.5 98.0 

(間 隔) (114.5) (29.2) (62.0) (81.6) (重なり) (59.0) (169.0) (51.0) (18.9) 

第 2断片 61.0 40.3 47.0 219.5 110.8 65.6 81.6 64.2 141.5 

(間 楠) (107.0) (54.5) (18.8) 一 (146.3) (61.0) (45.0) (58.5) (近L、)

第 3断片 65.6 105.0 1315 54.5 60.0 65.7 52.8 64.2 

(間 隔) (65.6) (40.3) (132.2) (48.8) (41.5) 

第 4断片 89.2 47.0 84.5 69.5 一 39.6 

(閲 隔) (15.0) 一 一 一 (18.9) 一

第 5断片 49.7 一 (32.1) 

(悶 隔) 一 (近い)

~ 6断片 一 51.0 一

断 片 数
415l312114I31613  各断片合計長 356.8 I 311.5 I 331.5 I 319.5 I 321.1 I 274.1 I 329.3 I 298.2 I 303.7 

3) 各断片間の間隔は一定でない。即ち多くのものはほぼ捕った間隔を示すが，中には非

常に問の開いたものもあれば， 一端から他端に向って順次広くなって行くものもゐる(図版3

~9)， 

4) 配列状態も，全く整然として 1~IJに並んだむのや，多少方向のずれているものなどさ

まざまである。

5) 各断片の間は完全に切りはなされているものが多いが，中には痕跡的ではあるが何か

つながりになるものの見えることがある(図版7.8)。 これは Stahmannらめも認めていて，核

問主であろうと述べている。

6) 断裂しない粒子に燐酸塩の結晶と忠われるものの附渚していることがある(図版 10)。
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このような限は空気乾燥の場合には殆んどみられない。

氷結晶について virus粒子以外で視野の中にみえる大小多数の粒子はメンゥムに用いた燐酸盗の結晶

であろうと考えられる。

乙れらの粒子は見事に配列して網目を作ることがある a 個々の網目は正方形叉は五角形や六角形を呈する

が，これは恐らく氷結晶がそのまま昇悲した跡を示すものと考えられる。絹自の状態からもわかるように， ζ

のような氷品(?)は，コロヅウム膜上の乾燥液摘の周辺部では小さく，中心部IC向って大きくなっている o 各

氷昂の輸邸を表現していると考えられるこれらの湿の結晶粒子の配列&もっと詳しく観察してみると，五角形，

六角形の頂点に当るものは揃って大きく，各稜線上のものは何れも小さいがほぼ等しい大さと間隔を保ってい

る (図版 10.1 I)。

Virus粒子顕裂の機序についての検討

以上のように，凍結乾燥によって virus粒子がいくつかに切れるという事実を椛認した。

そこでこのような現象はどんな機転で起るのかを検討-してみた。

1. 乾燥による影響

1) 空気乾燥: 室温に放置して乾燥したJ勾合には，決してこのような断裂倣をみること

がないのは既に述べた通りである。

2) 真7E乾燥: 室温乾燥よりもはるかに急速な乾燥を行うためと，凍結乾燥では高真空

での乾燥を行っているのでその対照の意味で真空による乾燥を行ってみた。即ち室温で試料を

噴議したもの，男児は試料を 1i商ゴロジゥム脱上にとったものなどを，真空装置内に納めて減圧

乾燥した。その京空度上昇述度は明らかでないが，到達真VE度は大休日一lmmHgであるから

家温200Cにて 1""';2分で乾燥する c この程度の真空度では蒸発に伴う自動冷却のため凍結が起

るということはないυ 乾燥時間は 1浴!とったものでも数分で，室温空気乾燥よりはかなり盟い。

このようにして得られた標本ではやはり空気乾燥同様で断裂像をみるということはなかった。

2. 凍結による影特

1) 凍結融解

試験管内凍結融解: 試料0.5ccを試験管にとり， 液体宝京中に没して急速に凍結させ

(約15秒で -1900Cに述する)30秒おいた後200Cの樋浴槽で融j詳しこれを5回くりかえした

もの合通常の方法で空気乾燥し標本を作る。その結果は 1回凍結融j昨のものではあまり変化

はみとめられないが5回くらい反挺したものでは一般にかなり virus粒子の長径が短かくなっ

ている(図版'2)。 その長さを測定してみると， 第2図でわかるように200mμ以下のものが多

くなり， 殊に 80mμ と160mμ 附近に2つの山がみられた。

支持!院上凍結融解: 凍結乾燥のぬ合と間t'f1， 会属ブロックに張りつけたゴロジゥム!挟

メッ νュを予め液体常買で冷しておを，これに試料を噴認してj')lk細滴を急速に凍結させる。こ

れを室i昆に放置して融解させそのまま空気乾燥して検鏡すると，凍結乾燥にかなり似たような

断裂像が得られる(図版13，14)0 1flし凍結乾燥の場合のように定剤的な述鎖状の分裂をするも
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のは少ない。また同じように支持股上で凍結融解するにしても，凍結の際の速度によって多少

所見が呉なるようである。例えばもう少し冷却速肢を小さくする方法として， メッ νュー j二に試

料を 1i商とり底接或は間接に液体窒手伝に没して凍結させすぐに室温で融j呼した場合には断裂i(S{

は子ftどみられなかった。すこだもっと冷却速疫を小さくしても (-300Cの低湿'長にドれて比較的

緩やかに空気凍結させたもの)， 数日間凍結したままに放流したものでは， 融WHゑの室温乾燥
際本に断裂(裂がみられた。 しかしこの場合の述鎖はあまり定型的ではなく不規員1]に乱れたもの

が多かった。なお冷却速度を小さくする場合は，殆どすべて試料をピペ、ソトで 1iiおとったが，

これはDß~'i# による微話\ll i自では(~[結の)出るまえに í;吃いてしまうおそれのあるのをi控けるためであ

る。

2) 凍結乾燥

最初に述べた凍結乾燥は，予め液体窒ぷの温度まで冷却されたメッ ν4に試料を噴娠した

14J合で，冷却述度の 1;砂崩に大きいとさの似Ù~であるが，今度は閉じ凍結乾燥でももっと冷却述肢

の小さいぬ合を検討してみた。それには試料を 1消とったメッ νュ・ブロックを液体室恭にiえ

したり，或は乾燥揺に納めてから周囲より冷却したりして，徐々に凍結させ凍結完了後引統き

乾燥を行ったのである。しかしこれらの凍結乾燥標本では断裂惚はみとめられなかった。

以とのような条件での試料の市却述震は実際に測定することはできなかったが， ijit1:以後の

様本を鏡検して緩衝液iki類のがi15il配ヂIJの状態から氷の結品の大小を推測することによって，あ

る1Z度冷却速度の比絞をすることができた。

3) 凍結乾燥標本に復水させたもの

凍結乾燥によって明らかに断裂伐のみられるような根本に l滴水をのせ，そのまま31ihiに

おいて再び乾燥したものを鏡検すると，断裂[伎は相変らず見えるが配列がかなり乱れたような

感じがする(問版 12¥ しかし中には定1111的なJi.li~t'í.も被っている。 乾燥 virus牧子が復水して

も I1英首Î~C密荒しているものでは殆ど位托や形態?と変化がないので、はなかろうか。

次に試験管内泌結乾燥したもの(アンプノレを{史上11し，試料の-fiL 冷却速度当;vll前記の試験

;n;内凍結融jlji{，の場合とほぼf¥:i111)に水を加えて復水させ(通常柿々の生物学的材料わ凍結I;12燥
を行なう場合， 見に淀すにはづとわれただけの水を加えればよいとしている)， それを 1消とっ

て室温で乾燥させたものでは， J!U~処罰，の対m~ の 'JE気乾燥のものと同様で断裂限はみられなかっ

た。従ってこの程j交の冷却述度では Vlrus粒子の断裂をきたさないものと考えられる。

3. その{也の条i'I二についての検討ー

1) コロジウム)1央を伸縮させる試み

'佐庁裂の機 íifえとして，予11iH冷却で、JIx. ~ilì'l じていたゴロジゥム 11日がみkれ刊表の温度上汗でfI}び

1ljl反するとさ， 1院汗IIにf，iilmし然も乾いてもろくなった virus枝子がそのiljl決カにi耐えかねて切

iもるのであろうとの>0えがあるむこのような!肢のil¥1締による与を紅町討する目的で，え

の対照際本を液体主丸に投入して急速に冷却し，また宗治に r~すなど，急激な冷却7JII泌を諒:1>.'1
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くりかえしてみたが，全然変化はみとめられなかった。

2) r興宗主によるか又は膜面への衝突による機械的破壊

凍結乾燥で最も見事な述鎖状断裂í~をみとめるのは噴援を行った14;合であるから，噴霧そ

のものによる影響の有無を吟味してみた。

まず噴携した試料を室iEiで乾燥したものでは大きな液消から乾燥したものと同様で決して

断裂阪のみえるようなことはなかった。 7こだ噴霧試料ではとかく virus粒子が凝塊を作り易く

分散状態がよくない。その上塩類のrt着も多いのであまり良い楳本は得られない。

更に噴霧による影響を検討するため nebulizerの噴出口を閉じておさ凡そ 30!EI!噴主主をく

りかえすと， 11i!zn:l1¥i商は内壁に衝突してはおちて下にたまる。それから 1滴とって標本を作って

みても，やはり断裂阪はみられなかった。

考察

Riceらや Kanngiesserらが報告したように，凍結乾燥によって Tobaccomosaic virusが

切れるという事実を吾々も縦認したが，どうしてそのようなことが起るのかということについ

ては何もわかっていないので，いろいろの角度から検討してみた。

先ず第一に乾燥即ち virus粒子からの単なる脱水によるものではないかとの汚えに対して

は，凍結させない場合の乾燥，即ち液消にしろ噴霧にしろ試料を室温や真空にして乾燥したの

ではけっして断裂像をみなかったことから，これは単に脱水過程で司起る現象とは汚えられず，

恐らく凍結"に関述したことがらであろうと想像されるようになった。また Riceらも述べたよ

うに， idl鎖状をなしている数個の断片の長さを合計するとほぼ300mμ となるところからも，

各断片は脱水収縮してできたものではないといえよう o

そこで次に凍結に関係した条件をいくつかあげてしらべてみた。それにはまずいわゆる凍

結乾燥とは無関係に凍結だけによる影響を確かめることにした。細菌のような微生物が凍結融

併によってどんな影響をうけるかについては，これまでにもいろいろしらべられており，形態

的，機能的にかなりの影響をうけることがわかっている。そしてこの変化をもたらす因子とし

て，細胞の内又は外にできる氷の結晶の状態が大ぎな役割をすることもみとめられている 0，)10)

TMVは細菌などとはその性状が全く県なるので， 細菌の場合に考えられる機転がそのまま

TMVにも当てはまるとは忠われないが，然しこの実験で実際に TMVを凍結融解した結果は，

やはり影響のあることがみとめられた。例えば試験管内である量の試料をなるべく急速に凍結

融j鮮をくりかえすと， 80mμ とか 160mμ あたりの短かな粒子の出現頻度が次第に増してくる

ことから，これは恐らく凍結つまり氷の結晶ができることによって virus粒子が切断されるの

であろうと考えられる。またメッ νュ i二にとった試料では，凍結融併をくりかえすことは困難

であるが，ただ 1回の凍結であっても冷却速度が大きくて凍り方のごく迷いぬ合には vrrus粒

子の切断特に凍結乾燥のときと全く同様の見事な述鎖状の断裂f~~がみられる。このことは注目
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すべ念事実であって virus断裂の機転が凍結に法すごくものであろうとの考えを一回強くする。

殊に試料のとり方，冷却のし方などを加減して冷却速度をおとすと，このようた断裂散を

みることができなくなるという傾向は，ますます凍結に起因する影響であることを思わせる。

同様の現象は凍結乾燥の場合にもみられるのであって，予備凍結の速度が遅くなると断裂[設が

現われないということは，乾燥の際の影響よりもやはり最初の凍結の時の条科二が大ぎく関係す

るからで応ろうと忠われる。但しこの助合*IIli*iなどのように細胞内凍結は考えなくてもよいよ
うである。何紋ならば virus枝子の内部には水分は殆ど含まれていないと推定されているから

である 11)，1')。

一方凍結乾燥に於ける virus断裂の原田として， virus体白身戒はコロジゥム!撲が最初]は冷

却のため収納していてそれが乾燥後温度 l二昇とともにiljr股するために切れる，殊に乾燥の結果

もろくなった virus佐子が)院の仲びによって引きち軍られるのであるという考え方もあるが，

しかし凍結融解の場合にも既に述べたように，乾燥前に温度を上げて融解したものでも断裂隊

がみえるとか，室温又t士事空で A旦乾燥したものはいくら急激に加温冷却をくりかえしても決

して virusの切れることがないとか， ~0こは断裂した virus の各断片聞の間隔は脱の熱膨脹に

よるとは考えられぬほどに広くなっているものがあることなど， )肢の伸縮が原因になるとは考

え))jgい点が多い。 tこだ遺憾ながら今回の実験で作った凍結乾燥標本ではJl英国から離れて立体配

位をとった virusは見当らず，すべてl院面に密着したものばかりであった。 ここでもし virus

の立体阪で特に脱聞から離れていてしかも断裂した像が見つかれば， )践の伸縮による影響は簡

単に否定できることになろう。 しかし凍結乾燥実施の経験上からみて，膜聞から離れた状態で

切れたとすれば，そのような断裂枝子は標本商から離れて飛散して了うのではないかと恕散さ

れるので，結局Jl英国から離れた断裂粒子をみつけるということは困難であろうと三与えられる。

その外断裂の機序として，噴'議による機械的破壊なども考えられるが，凍結以外の条打二で

はいかにI噴議をくりかえしても決して断裂[裂のみられないことから， この点も否定できるよう

に思う。

結KJ，凍結乾燥によって TMVが切れるということの最大の誘悶は氷品の生成にあると考

えてよいであろう。殊に予知H凍結の述肢を極端に大ぎくした場合にだけ切れるということ及び

凍結融解の場合でも極めて急速に凍らせたとさに断裂像がみえるということは，ますますその

感を深くするものである。

ところで，長さ約300mμ の梓状位子に作用してそれをいくつかに分断するためには，そ

の原因となる周囲の氷晶はかなり小さなものと考えた方が111¥合がよさそうである。もし今回の

実験にmいた程度の微細消の冷却述皮が Williamsのいうように 10flOCjsecにも迷するものな
らば virus粒子の長さより充分に小さな氷晶の生成が考えられるので vlrus粒子の周囲にそ

れらの氷品が作られるとき粒子自身に作用して機械的にこれを切るということも想像できない

ことはないQX;はむしろ Luyetなどの実験1")，1りから怨定して， この程度の急速な冷却速度で
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は氷品はできずにいわゆる vitrification(硝子化)が起りそうにさえ感ぜられる。 ところが実

際にねられた151本について，乾燥後のよ担額の析出配ヂ1J状態から氷品の大まさを推定してみると

そのー稜が数 μ にも達する大きなものになるので(図版 11)，決して前述のfill論値ほど冷却述

設は大さくないらしい。実際に吾々の場合はメッ V=にl院を張ってそれを企属ブロックにのせ

たのであるから Williamsの場合より熱伝導は小さいものと考えられる。(なおこれらの点， 15

に凍結乾燥の慌の予備凍結で生ずる氷品の大きさについては， lliJに詳しく検討ーする子定である)

そうとすれば，多少大きな氷品であったとしても，同聞から粒子全体を圧迫する結果，長いj;'己

状粒子が直接にいくつかに切り離されるか或は切れるためのを地になるものができるのである

と説明しなければならなくなろう Q このような断裂機転の解釈にti，-凍結によって出獄の粒状

結品のj品目IJ的配チ1Jのみられることなどがそのアナロジ{として役立つかもしれない。 しかしそ

れでも、まだ氷品生成だけでこれらり民rr裂散ができるとは云い、きれないように忠?0 ì~[*ii乾燥に

みられる不規則な配列などは，乾燥H寺或は乾燥後の位置変動を思わせるからである。

その外にも問題はまだ沢山残されている。 TMV の蛋 I~I分子と結合した水は，凍結成は乾

燥にあたってどのように動くのか， 280~300 mμ の整数分の 1に当るいわゆる民本粒子などと

二与えられ;ているものとこのiJfr裂粒子とはどのような関係にあるのか， これら超顕111協;~I'1']な微品III

構造の問題についてはすべて想像の域を出ない。 tこだ各断裂切片の長さが均一でないこと，

virusが数本相撲して並んだものでは京になったまま同一i富所で‘切れていることなど virusの

断裂は virus粒子白身に法ずくというよりはやはり外部の機械的なカによる現であるように

忠、われるo

さて屯子¥tIu微鏡標本の作製に凍結乾燥法が利用される現111は， 乾燥による変形その他の

artifactをできるだけ除こうとすることにある。殊に者:者が位倣f奈良'J;そを似る際の庄の変化，

大気中水蒸気による l汲i日変形等をさけるため特殊の凍結乾燥蒸7r~器を考案{山口したのもその目

的に副うためであるが， それでトもまだ artifactを完全に除いて virusの本来の姿をとらえ件

Iことは思えないυ 乾燥過l'[~での試料の地肢をどの程度に保持すればよいかという問題なども烈

っているυ また仮にこのようなかなり盟忽的に近い凍結乾燥;去によって件られた限が virusの

生の形態にむいものをぷわしていると弓えるならば，桁裂(汝こそ本来の姿であって，従米みと

められているような長い枠状松子は乾燥の artifactによって述結したものであるということ

になるのであろうか。このへんにもまだ凍結乾燥j去に対する批判の余地が大いに残されている。

すべては今後の研究にまたねばならない。

摘要

TMVが凍結乾燥によって数fi，'ilの牝子に切れることを的認したので， そのIiJi'裂の陳情

々の灼惨:から 1~t討した。

(Jljえtf，'J;そ気 ~iZがi， .良'恒乾小業ごすのf;l仕1::'.1'，方法，iUf*N融jIjI(o. ì~品1112!hlに於げる ì~iれ 位保
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後の急速冷却ザ!万方法，乾燥後の桜7J(等，硫条1'1ニについて吟iWした結果， TMVの削ー裂は

主として凍結の際の氷品生成に起!L;Iするものとゴさえられるような成結を得た。

屯子駅!微鏡7JHtJtzおには獣医午斗:官電子顕微鏡宝石井君の印jカをおーたことを深く感制するの
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Resume 

It has previously been shown that the tobacco mosaic viruses， long rods about 

300 m;1 in length， are apt to be broken to several pieces by freeze-drying. 

The result of our experiments， in which the broken pieces were demonstrated not 

only in th巴caseof freeze-d1'ying but aJso in freeze四thawing，particularly when the cooling 

rate was extremely rapid， makes it plausible to assume that the breakage of the 1'0ピIs

might chiefly be due to the formation of ice crystals in the surrounding medium. 
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図版 3. 凍結乾燥 X25，OOO 図版 4. 凍結乾燥 X25，OOO 

度版 5. 凍結乾燥 >< 50，QCO 図版 6. 凍結乾燥 X50，OOO 
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図版 7. 凍結乾燥 〉く日0，000 図版8. 凍結乾燥 X50，000 

図版 9. 凍結乾燥 ¥25，000 (1部拡大したちのはX70，000)



図版 10. 凍結乾燥 ><25，000 
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図版 11 凍結蛇燥 〉く20，000
1(，.iJ;rj品川Ù~l:;)円d列とそ;{Lか，"Hf'it.:::; 
;1 Lる司くli"r'1J)民間、



図版 12 復水再乾燥 >< 22，500 
!股上で凍結乾燥したものに水ぞ

:lJ11え，再び怨:5<¥乾燥したもの

図版 13 凍結融解 X25，000 
コロジゥム!段上で

凍結磁解したもの

X25，000 

(j部拡大したものは X70，000)

図版 14. 凍結融解

コロツゥム 1決上で凍結融解したもの


