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血液の凍結並に乾燥に関する研究持

4寺 lこアノレコーノレ j恭カ日について

藤田英夫

(低溺科学研究所医学部門)

(U召すn34年 7月受理〉

L 緒言

近来'Ii命IUlの減要が増加するに伴い，血液の保存lこ関する研究は枚挙lこ遣なく従って多くの

改良進歩が遂け'られては米たが，保存液や保存温度等lこ改良工夫を加えても血液の長期保存と

いうことには13ら限度がある。そこで他の生物学的材料と同様に血液の凍結乾燥が注目されて

既IC'愉血材料としての血紫或いは免疫血清等が乾燥され笑用lこ供されて来ため。 しかし全血液

特lこ赤血球の凍結乾燥は極めて困難で， ζれまで 2，3の人びとの，3)，4)1こより試みられているが

いずれも成功していない。

元来，血液が凍結により溶血するということは一般に認められている事実だが，最近では

いろいろな条件を与えてかなりの低温でも溶血を避ける ζ とが出来るようになった。

特に英国国立医学研究所のグリセリン添加による一連の業績九町は， 凍結による溶血の阻

止に著しい成果と多くの実用価値をもたらしたが， しかし凍結保存後のグリセリシ加血液を輸

血に使用するためには該血液からグリセリシをとり除かなければならない不便があるη，的べ

更にまたグリセリシ添加血液はその物狸化学的性質から見てそのまま凍結乾燥させることが容

易でない。

一方， アノレコ{ノレ(エタノ，ーノレ)を血液に添加すれば， 血液の凍結点を降下させることが

出来るばかりでなく溶血も或る程度阻止する効果があることが既に知られている l的、ll) しかも

アノレゴーノレ(エタノ{ノレ)は生体lこ必ずしも有容でなくその上乾燥が容易な点はグPセリシと

は比較にならない

ここに於いて，血液の凍結乾燥は改めて検討されねばならない段階となった。

然るにこれまで血液のアノレゴーノレ添加についての研究は過冷却保存が目的であったり 1べ
成いはその他の効果1町のための使用であって，血液の凍結融解乃至凍結乾燥に対してアノレゴ{

ノレの添加を試みたものは狩ってこれをみない。

著者はアノレゴ{ノレ添加による凍結乾燥を最終日的として先ずその適合性を検討すると共に
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86 藤田英夫

従来使用されたグリセリシ及びエデレングライゴーノレとの比較実験を行い，併せてこれら各煤

質の作用機序を考究したのである。

II. 実験方法

1) 実験材料

(a) 血 液 心臓穿刺により採取された家兎の血液である。採血に当つては，予め予

定量の 1/4のACD液(クエジ酸ソーダ 4%， クエジ酸0.48%，ブドワ糖3%y3)奇入れた 20cc

注射器を使用，採取した血液を滅菌試験管lこ移し入れて綿絵し， 5
0

Cの恒温槽内に静夜保存し

た。 その後は必要量を他の小試験管にとり出し，すべて採血後48時間以内に使用した。 試料

としての血液量は特殊の場合を捻き 1回の実験lこ0.5ccずつである。

(b) 媒 質 血液に添加される媒質は，エテーノレアノレゴ~ノレ(以下ヱタノーノレと記す)

・メテーノレアノレゴーノレ(間メタノ~)レ)・グリセリシ及びエチレングライゴーノレの 4 種で， いず

れも pureとして市販されているものを用いたが本実験ではこれを 100%と見なし， 以下順次

生理食塩水lこよって所裂の稀釈液(容量%)を作製した。これを前記ACD加全血液と等量に混

和し，所定の濃度の煤質力日血液とした。なお実験の一部に使用したブドク純諮液も開様生]主食

塩水に溶解されたものである。

以上のうち，アノレゴ~)レは主温のまま血液に添加されると溶血を起し易く，ために笑験{院

に安定性を欠くので添加に当 i)予め器具とともに -100C{こ冷却したものを使用した。 (ζの事

実は既{こ Lorantら町が指摘しており著者も予備実験で ζれを確かめている。アノレゴーノレの使

用に当って法定:すべき ζ とであろう。)その他の媒質については必らずしも添加I刊の冷却を要し

なかった。

すべての実験に於いて血液と媒質とはさ容量 (0.5ccずつ)，こ混和され

た。混和後はなるべく速かに実験lこ供したが，グリセリシのみは血球内

に渉透して平衡を保たしめるために 10分間室温放置後実験を開始した。

なおこの放置時聞については 30 分~lJ時間半同等を予備実験で試みて

みたが，さほどの長時間放寵する必要はない。

2. 冷却方法

血液を凍結させる場合，それぞれの実験目的によって -500Cまで

の低混が使用されているが ζの際試料が平等に冷却されることと試料内

の温度を1時間的に測定する必要がある。さらに冷却速度も緩急を加減し

て実施出来ることが常ましい。こうした条件を充すために第1図のよう

な硝子製容器を採用した。

急速凍結には内管のみを使用し，緩慢凍結の場合lこ外管をとりつけ

るようにした。内管に入れる試料は全血液又は煤官等;量添力[ぱII液でいず

れの実験lこ於いてもその総量は 1ccである。試料内の温度は第1r河のよ

サー スター

il"ll1f，;1 

rocm 

比科/:

第1函

使用容擦のlII"iTl苅
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うに内管に挿入したイトー製ナ{ミスター式温度計または熱電対を用いた記録電位差計lこょっ

て測定した。

凍結方法ーとしては試料入り硝子製容器(節I毘)をブライン(-350C)またはドライアイス・

アノレコ{ノレ(ー700C)成いは液体窒素(-190oC)中に浸し， 試料の温度がそれぞれの実験目的

[こ達するまで降下するや直ちにこれをとり出し次いで融解させた。

なお同一温度で一定時間持続的lこ凍結させるためには低混恒温槽によらねばならない。

の装置は -35
0

Cまでの任意の低温を任意の時間持続させることが出来るので， 最初ブライシ

またはドライアイス・アノレゴ{ノレで凍結した試料を直ちにこの装置内に移してその温度に保つ

こ

ナこo

凍結後の融f91Tーについては一般に急速融解が溶血は少ないとされている15)，1九著者も予備実

験に於いて 20
0

Cと400Cとの混浴楠に浸して融解させた場合を比較した結果，本実験では専ら

40
0

Cの温浴槽に浸して，急速に融解させることとし， 氷が全部融けたと乙ろで直ちに室温lこと

り出した。

i去

(a) 溶血本の測定 凍結融解後の溶血率の測定にはすべてベックマシ光電分光光度計を

使用した1九まず凍結融Wt後の試料を遠心沈澱し (2，000

r.p.m.15分間)上清を分離して得た血媛 0.02ccにN/IO

HClの適当量(溶血程度lζ応、じて増減する)を加え 400C

の温浴槽lこ浸して Colourdevelopmentめを行・ってから

前記分光光度計を用い波長372.5mμ でl汲光度を測定し

査検3. 

7こ。

対照として採血直後の全血液(試料と岡ーのもの)

0.02ccをNjlOHClIこ混和し前述同様にして吸光度を淵

っておく。

このときの溶血率(%)は次のようにして求められる。

('u 
一
一} 
ー

水

ー. 
・ー. --ー

"v/ 

う~Xτ ×市立溶血率

x=全血液の Hbの吸光度の読みの値
X/=血援の Hbの吸光度の読みの値

a=J1瓦援を力J1えるときの Njl0HCl量

熱;監計の|務図第2図

(b) 氷量の測定 凍結した血液中の氷量自体を測

定する ζ とは1認めて困難なので，普通は融解する際lこ生

ずる熱量 (Calorie)を計算する方法が採られている1仰 OL

本実験では第2悶のような熱量計を自製して使用した。

要するに水槽の中で熱の出入を行わしめ，それによる水
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槽の、温度の変化を測定してから計算で熱量を求めるわけである。却ち供試血液を凍結させて所

定温度に達したとき直ちに ζの熱量計の中lこ挿入する。挿入後はfj削寸のぺックマ γ寒暖計によ

って温度変化を測る。雨後の計算方法はすべて成書刊に拠った。先ず熱;設計を組立てているす

べての物体(容器・水・大小寒暖計・撹持器等)の熱容量(比熱X質量)の和を求めておき次の

式町lこ挿入する

L=Ji-cz(tz-T)-cs(Tーん)

L口融 jglj， 熱

Q=熱量;計lこ与えた熱量

G=物質量

T口需主 点

t， 熱主計の温度

t2 試料の温度

G.=固体の比熱

Gz =コ液体の比熱

この Lから更に試料容器とそれに挿入した温度計の熱容量を補正して融解熱を求める。実

擦には対照として水を用いて本熱量計による融解熱を求め，また引続き各条件の血液について

の融解熱を測定して，試料中の氷量の割合を求めた。

この測定法lこは種々議論の余地があり，関与する因子を定量的に正確に表現することは出

来ないので実質的lこ高い精度を期待する乙とは困難であるうしかしすべて同一方法で測定すれ

ば各例相互聞を比較して大体の傾向を知ることは出来ると思う。

(c) その他 赤血球の低張食塩水に対する抵抗試験及びへマトクリツト傾 (Ht)の測

定はそれぞれ Creed22)及び森川の方法lこ準じた。

4. 乾燥方法

試料には，全血液そのままのもの及びエタノ戸ノレ，メタノーノレまたはグリセリジカ11血液を

用いた。

容量凡そ 5ccの硝子製アンプノレlここれらの試料をそれぞれ 1ccずっとり -300Cの低温

室に放置して綬捜凍結したもの及び…190
0

Cの液体窒索中でアンプノレを回転しながら急速凍結

したものを， 直ちに凍結乾燥機にとりつけ 200Cの室温で乾燥を行った。乾燥機のコシデシナ

{には液体窒素を用い油回転ボシプだけを使用して約1O-2mmHgの真空度のもとで凡そ 3時

間で乾燥を終了した。

グ日セリシカ日のものは乾燥の途中で次第に融解しt認めて粘桐な液状のものとなるので乾燥

は非常に困難であった。もちろん結果は完全溶血である。またエタノーノレ加のものも特に -30

OCでの綬'慢凍結のものは途中で多少融解ぎみではあるが，大体原形を保って乾燥を終了した。

再生lこは 10%のエタノ~ノレ(またはメタノ~ノレ)生児食塩水及び生理食塩水だけを用いた。
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食塩濃度は 1.3%くらいになり等張よりもやや高いが溶血を防止する目的でこのような試みを

してみたのである。

III. 実験成績

実験 1 媒質添加による溶血率の比較

各種媒質を凍結実験に使用するに当って先ずそれらの煤質自体が溶血を誘起するかどうか

を確かめるために，穂々な濃度の媒質を ACD加血液(以下単に血液と略記)に添加してそれぞ、

れの場合に於ける溶血率を測定した。

その結果によれば， ブドク桝液加血液は最終濃度 40%に及ぶまで全く溶血をみないが

(図省略)その他の賊質では，或る濃度以」こになるとそれぞれ添加の影特が判然と認められる。

即ちグリセリシまたはエチレングライコーノレ加血液にあっては 30%(以下いずれも最終濃度)

まで軽微の溶胞をみるにすぎないが 40%以上では次第に務Ifn.度を増して来る(第 3~!<j ・第 4 図L

% 
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第3図 各種濃度グリセリン加血液 第4図 各種政皮エチレンタライコ
の裕血曲線 -)レ加血液の溶血曲線
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第5図 各種濃度エタノ-)レ加血液 第6図 各積濃度メタノーJレ1m血液
の溶血曲線 の溶血Elll線
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またエタノーノレ加及びメタノーノレカ日血液では， 20%まで殆んど溶血を認めないが25%でかな

り溶血し 30%では溶血度はさらに大となる。 しかもそれ以上の濃度では血液蛋白が凝固して，

もはやこの種の実験iζ供することが出来ない(第5図・第6[;2])。

本実験によりグリセジジ及びエチレシグライコーノレの使用可能濃度は 30%まで， アルコ

ーノレに於いては 20%までということがいえよう。

実験 2 各極媒質添加政l液の凍結曲線

凍結過程を時間的Jζ記鉢して，各種媒質を添加した血液の凍結曲線開を比較して見た。 ζ

の実験では特lこ植氷して過冷却を破るようなことはせず -300Cまでの緩慢凍結(-20oCまで

測定)と 730Cまでの緩慢凍結とについて調べた。

得られた凍結曲線によれば(第7図~第15図)ACD加全血液の氷点は 1.6OCを示し，

ブドワ糖液， グリセリシ，エテレシグライコーノレ， アノレコ{ノレ等を加えると，その濃度を増す

に従って過冷却点や氷点が次第に抵下することを認めた。 特iこア Jレゴ~}レ濃度 30% のもので

は殆んど氷点がみとめられぬくらいであった。

守Y
S儒

J; 

.C 

24 min 

時 間

第7図 ブドウ糖加血液の凍結曲線

1:1. 

7変

'¥吋

第8隠 グリセリン加血液の凍結曲線
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第13図 ブドウ精力日血液の凍結曲線
(記録電位差討による)
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第14図 グリセリン加血液の凍結曲線
(記録電位差計による)
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第五図 エタノ-)レ加血液の凍結曲線

(記録滋イ立差計による)
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実験 3 …20"C凍結ω場合の媒質濃度と溶血本との関係

種々な濃度の媒質をそれぞれ血液に等量添加し， これを -200Cまで緩慢凍結， 次いで融

見

50 

iii 

ぬ

l定

20 30% 

ヲド『的iIミ，~，主

第16図 各極濃度ブドウ糖加血液の浴
I位曲線 (-200Cまでの凍結)

。6
50 

[宮

i凪

Ii( 

" 

凍結せず..， 

10 20 30 96 

クリセリン

第17図 各極滋11ftグリセリン加血液の

% 

}寄
30 

民i

tt: 

f作血Illl線 (-20つCまでのw
高守)

実線は凍結波線は対jKj(JI" 
w紡， illB閃にi司じ)

30 % 
~ ， I ール設J!'Z

第19図 各種泌皮エタノ-)レJJn血液の
fff血Iltl線 (-200Cまでの凍
結)

災線は凍結，破線は対照(非

凍結， Dfi 5ぷ1fこ同じ)

j詳してから溶血率を調べてみた。

まず対照の全血液では -200Cまでの凍結で完

全に漆血するのをみとめた。次いでブドウ糖加血液

はいずれの濃度に於いても -200Cの凍結融j鮮によ

りほぼ20%以上の溶血を示した。 しかしブドク拙

液の濃度が増すに伴い笹かながら溶血度の減少して

行く傾向があることもわかる(第四 i玄1)。

これに反しその他の媒質では溶血阻止の効果が

顕著で特にグリセリシカ11血液の!成~;'Uま最もよく (第

17図)エタノ{ノレ及びメタノ{ノレカ日血液がこれに次

いでいた(第四関・第 20劉)。エチレシグライコー

百
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第18図 各指泌皮エチレングライコー
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ノレ加血液の場合10%以下の低濃度では添加の影響が余りなく相当溶血するのが認められた

(第四随)。

なお本実験の凍結湿度(ー20
0

C)では高濃度の媒質を添加した場合会く凍結しない。 その

濃度限界は， アノレゴーノレ及びグリセ 9yにあっては 25%以上， エチレシグライゴ{ノレにあっ

ては 20%以上であって(第 17図~第 20悶)これらの濃度より高いところではその媒質自身の

影響による溶血が現われている(実験1)。

実験 4 -50oCに於ける溶血主将の比較

以上の実験で知られるように血液は或る濃度以上の媒質を添加すると， -200Cでは凍結し

ない。一方，余り濃度が大きすぎるとその媒質だけで、溶血を起すので或る濃度以上は使用でき

ない。この両者のかねあいを考えながら，種々の媒質濃度で温度を吏lこ-30，" -400， -500C 

まで順次下げてそれぞれの場合の溶血率を検討してみた。但しブドヲ校.~液加血液にあっては

20
0

Cで既にかなりの祷血を認めているので今凶の実験ではこれを省略した。なお本実験は

~一一二5 出
10 % 

'5児
209o 

ω 20 “ 30 ーや 40 -:，0 亡

第21図 グリセリン加血液の各温度まで
凍結さぜた場合の溶血曲線
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第22図 エチレングライコーノレ加血液の各温
r，芝まで凍結させた場合の浴血曲線

二重管を用いてドライアイス・アノレゴーノレ中に浸

したもので， その凍結rll門家は笑験2の各|刻lこ示し

た通りである。

その結果はやはりグリセリン添加血液の成結

が最も良く，特に 15%及び20%の濃度では -50

。Cの凍結融解にあっても殆んど溶血を見ない(第

21関)。 しかしエタノーノレ添加血液にあっては各

濃度とも温度が低くなるほど溶血が甚だしく 10%

及び15%では全く低温lこ耐えられない(第23図L

1M m: エチレシグライコ{ノレ加血液はほぼ中閣の成績を

第'23図 エタノーノレ加血液の各混成ま

で凍結させた場合の溶血曲線

示し，やはり高濃度になるほど溶血が少なかっ

た(第22図)。なおエタノ{ノレ{こしてもエチレシグ



血液の凍結並に乾燥に関する研究 95 

ライゴーノレにしても， -300C以下の低温では急速に溶泊l度を増す乙とが認められる。

実験 5 冷却速度の溶血に及ほ、す影響

実験3・4はいずれも綬時凍結であったが次に急速凍結との比絞をエタノーノレとグリセリ y 

とについて検討した。その要領は実験方法の 2(冷却方法)に既述しであるが，いずれもドライ

アイスを使用し， 緩慢凍結では二重管で所要時期概ね 20~30 分， 急速凍結にあっては一重管

で1分以内に，それぞれ所望の温度に到達している。

エタノーノレ添加血液では -300Cを限界として俄かに溶血が徒だしくなるがそのうちでも

緩慢凍結のものは急速凍結のものに比較しでかなり溶血度が大きい(第25阿L 一方グリセリ

Y添加血液にあっては， 5~10% の低濃度のも

のではやはり急速凍結より綾叩凍結の方が，溶

血度やや大であったが，高濃度になるといずれ

も溶血少く急速・緩慢irl!j1:束あl;方法の間に殆んど

差がなかった。

96 
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臥L
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第24限 ゲリセリンJJ丹血液の各温度ま

で凍結させた場合の裕血曲線

被線は緩慢凍結，実線は急速

凍結

実験 6 凍結血液rllの氷量の比較

u; 

% 
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血 40

lit 

-30 

盈

-50・c

第25図 ェタノーノレカfI血液の各温度ま
で凍結させた場合の終血曲線

l波線は緩慢凍結，実線は急速

凍結

血球が凍結によって持害されることの斑自についてはいろいろな原悶があげられるが，そ

のひとつとして凍結血液中の氷の量について検討してみた。 実験方法の 3(検査法}に既述し

た熱量:計を使用して各氷最を比較したのが第 26~28 限である。 ここで示した氷量とは， 試料

全量に対する氷量の胃分本であるが，実験方法の項lこ於いても述べたようにその絶対値につい

ては正確を期し得ない。

その結果は各国に示すように，各濃度とも温度の低下と共lこ氷量を増し，濃度が大となる

に従い氷量が減少している。つまりこれらの媒質を含む場合の氷量は温度には比例し，濃度lこ



96 話事旧英夫

，民

ヨ

50目

> 
-10 

~:弘J、

A 

-30 

置 J立

.... ι、

-50 .C 

第26関 グリセリン加血液の各温度の氷蛍
( )内の数字は溶血EZを示す

見
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第28図 エタノーノレ1Jn血液の各温度の氷ill
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第 27図 エチレングライコーノレカf1血液の

各温度の氷ぼ

( )内の数字は溶血!交を示す

逆比例することを知った。

次lζ氷量;と融角午後の液成L率との関係をみるに

例えばグリセリン(節 26図)でみれば 10%のJ};!;

合は -20，-30， -40， -50oCと溢度が低下する

に宇料、氷最も溶血半もほぼ平行して増加している

が， 20%のものは氷量が増しているに拘らず務r(lL

は殆んど増していない。また 10%の -300Cと20

%の -50oCのものは， 氷室に於いでほぼ間程度

の67%を示すのに溶血率では 6，5%と1，5%との

開きがあるむエタノーノレ(策28図)やエチレシグ

ライゴーノレ(第27関)についても向様のことがい

われる。殊iこ媒質問の比較を行ってみても， 10% 

グリセリ yの -30oCは氷量約70%溶I血王手7%，

それに対し 10%エタノ{ノレはやはり -30oCで氷
( )内の数字はj容血皮を5f¥す

盈70%であるのに溶血は 27，5%というわけで，

氷室と溶血率との間に正確な関連性を認めることが出米なかった。

なお冷却時聞を持続させて見たが， 各煤質とも 60分間放置しでも氷量の増加Iは全く見ら

れなかった。 例えば， 試料をそれぞれ -200C及び -350Cに凍結してからお~60 分開放置し
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て凍結を持続させても， 氷室の増加iは対照、(凍結直後融j協のもの)tこ比べて認められなかった

のである(関省略L

実験 7 アノレコ{ノレω肉球I1史に及ぼす影狩

アルコーノレの赤血球に及ぼす物理化学的作用をみるために 2，3の小実験を行った。このこ

とはアルコーノレが血球肢を強同にするかどうか或いは血球j慌を透過するかどうかに関迎してい

る。

(1) 食塩水抵抗試験

第 29関のようにアノレコ{ノレ加血液は無処置の血液に比べて食塩水に対する抵抗減弱し，

特に 10%より 20%の方が低下していることが認められる。

100 

50 

0 
02 

(2) へマトクリットイ直

04 06 08 

食指濃度

第29図 エタノーノレ加血液の食塩氷抵抗試験

C ……対照
10%… .20%エタノーJレ等;監加血液

20J，';……40J，';ェタノーノレ等法加血液

Ht11直(平均)

10%アノレゴーノレカH血j夜1cc 20 

200.も // 1cc 20 

20%グリセリシカ日血液1cc 20 

対照(血液のみ) 1 cc 39.5 

lOP6 

以上いずれも混干IJ10分後に遠沈して測定したものであるが， アノレゴーノレやグリセリンを

添加したものは血液量:が半分になっているから対照、と比較して殆んど差はなかったわけである。

(3) 透過半の変化

実験方法

Ai夜……血液0.5cc+生理食塩水49.5cc 
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B。液……生理食塩水のみ
B1液……40%アノレゴ{ノレ食塩水

B2液……80%アノレコ{ノレ食塩水

A~夜 3cc十Bo(B" B2)液 1cc 

藤田英夫

上記各j琵向後 15~20 分間室温放置， ペックマシ光電分光比色計 lこより波長 200~700 mμ 

聞の透過本を測定したが， Bo， Bl> B2三者の聞に透過率の差は認め難かった(冨l省略L

実験 8 凍結乾燥の試み

(1) グリセリ γ加血j夜の場合

実験方法の項で述べたようにグリセ 9y加ω場合は，試料自身を極く低温で冷却しない限

り，通常のアンプノレを室温に泌出する方法ではi乾燥の途中で融解することを認めた。結局，乾

燥は凶雑でありこのように融解したものは更に水を加えても既に溶血を起しているので，乾燥

にはグリセリシを加えることが不適当であることがわかる。

(2) アノレゴ{ノレ加血液の場合

10%または 20%の割にエタノーノレ(或し、はメタノーノレ)食塩水を加えた血液をアンプノレ

に1ccとり， 液体窒素qlで回転させて急速凍結させたもの及び 300Cの低温窓で徐々に凍結

させたものを， 乾燥機にとりつけ乾燥を行った結果は(アジプノレは室温に磁出)やや融j悼の傾

向はみられるが大体に於いて原形を保って乾燥は完了する。 これに生E虫食塩水又は 10%エタ

ノーノレ(成いはメタノーノレ)食塩水を加えて再生を試みるとやや溶解性が忠く i即時にはとけな

いらしかもその結果はすべて完全溶血を示し，この範囲内の実験条件では凍結乾燥にはまだ成

功出来ないことを知ったυ

IV.考察

各種生物学的材料の凍結保存に当って，グロセリジ或いはエチレジグライコーノレを添加す

ることの優秀性については既に多くの研究が発表されている。4'lJにグリセリシは血液の凍結保

存lこも利用されて保存後の輸血に於ける赤血球の生存不も良く，実用価値の}:，7¥では他のlド性媒

質にその比を見ない。このように凍結によって起る溶血現象がグリセリシ添加により閉止され

るということについてはまだ掛定的な説明はなされていないが，グリセリン添加による氷点の

降下，脱水或いは細胞膜の滋過などに関連する細胞内外の氷品生成の状態的ヰ寺lこ氷晶の成長速

度を弱めること叫などの外に，凍結に伴う塩類の濃縮に対するグリセリンの綬1~!J作用問が重視

されている。

いずれにしてもグリセ 9y加保存の方法は血液の分野に於いてもiサ低めて有効に利用されて

いるが，報く長期の保存ーとなるとなお改良の余地がある上に，輸血に当つては有害なグリセリ

シを除去するのに煩雑な操作を必要とする町263，mo また実験8で確認されたように，凍結乾燥

を試みても乾燥過程で融解ーするし而も完全乾燥は極めて困難であるから，グPセリシカ11血液の
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凍結乾燥は先ず不可能である。

こうした見地から，著者は恐らく乾燥には好都合であるかと予想されるアルコーノレの血液

添加に注目して， グリセリン虫記いはエチレシグライコ{ノレと比較しながら種々な実験を行った

のである。

先ず実験 1 で示したように，アノレコ~)レの赤血球に対する作用をグリセリン等と比較して

みると，これら媒質の濃度が戎る程度以上になればそれだけで溶血をひき起すが，適当な範囲

の濃度ではアノレゴ{ノレやグリセリシそのものによる影響は見られない。換言するとアノレコーノレ

は添加自体に於いて必ずしもグリセリシ等に劣るものでないことがわかる。また実験2の結果

は各牒宮の添加が血液の氷点降下をもたらすことを示しておりその作用はアノレゴ{ノレに於いて

最も顕著であることが知られるが，実験3及び 4の結果と対照すると，血液の氷点降下と溶血

率の低下とが直接平行した関係にあるとは考えられない。事実，血液の~冷却保存を試みるの

でない限り，また氷品の成長状態を微視的形態的に観察するのでない眼 1)，氷点の降下がどれ

ほどの意味を持つものかは決められない。

次lこ笑験3，4， 5で見られるようにアノレゴ{ノレは凍結による持者の阻Jとという点ではグリ

セリンlこもエチレングライコ{ノレにも劣ることが判った。 即ち 10~20% アノレコーノレカ日血液は

-200Cまでの凍結融j呼では溶血軽微であるが -300C前後から急激に障害をうけ -500Cに至

ると 50%以上の溶血率を示して来る。このことは冷却速度の綾・急[こ関わりなかったっ

吏にまた実験6iこ於いて凍結血液巾の氷量を比較したJm合， アノレゴ~ノレはグリセリシ及び
エチレジグライコ{ノレと同様いずれも濃度と温度とによって氷量は変化するが，それらの条件

[こ於いて氷量と溶血率との閉lこ一定の関係を見出すことは出来なかった。 Luyetet al.23)，刊は

凍結による血球の陣容を大量の氷の生成によると述べており，本実験に於いても冊一試料の同

じような条件にあるものは氷室が多くなるほど溶血度は大きくなるが，試料が呉り冷却条件が

異ると氷量と溶血度は必ずしも一致しないことから，溶血の原因となる悶子は氷の量だけでな

い乙とがうかがわれる。

次lこ透過性の問題であるが，周知のようにグリセリシは比較的容易に赤血球膜を透過する

ものと考えられている。アノレコーノレはこの点に於いてどうであろう。赤血球の膜構造について

はPonderの詳細に瓦る観察が報告されているが2へ そういう椋造をもっ赤血球肢に対して，
アノレゴ~)レの作用に次のこつの商が考えられる。即ちその一つは脂質特にコレステリン， レν

チンなどに対する溶J9iM'主が強い ζ とであり他の一つはアノレゴ{ノレが水と間様OH基を有するこ

とから一定構造の下に存在する膜内の水を)u出すことである。 実験7に於ける 2，3の観察か

ら推測するとアノレコーノレでは渉透作用よりもむしろ赤取球の脂質lこ対する影響の方に注目した

い。一放に蛋白質がアノレゴーノレによって変性される場合，多くは蛋白質ー分子を構成する水素結

合或いは H+及びOH-に対する影響が考えられているが，脂質が重要な構成要素となってい

る赤血球脱では蛋白質のみの場合よりも更に強い影響をうけるであろうことが想像される。特

lこメタノーノレはエタノ{ノレlこ比べて脂質ーとの親和性が大きく且つ水素結合をつくり易いから，
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赤血球膜の破壊はより強いであろう。 ζのように見て来るとアノレコーノレが赤血球j院の脂質を評

解することがかなり重要な意味を持ち，特にグリセ 9Yと比較した場合溶血阻止作用が劣って

来るのではないだろうか。もちろんこのほか細胞の成分中，凍結に際して起る物理化学的変化

に敏感なリボ蛋佐[30)に対しでも両様な影響を与えているものと考えられる。

以上の点を考慮しながら凍結乾燥を行ってみたが，従来行われていたと間様の操作で乾燥

したのでは復水の過程で全溶血に近い結果となった。従って本実験のような方法ーではアノレゴ{

ノレを用いてもなお凍結乾燥に成功するに至らなかった。

従って今後アノレコ~)レ添加による凍結融解乃至凍結乾燥を成功させるためには，先ず第一

{こ赤血球膜を庇護し強固にする工夫をすべきであると足、われる。それには多くの先人が試みた

単なる赤血球の洗糠等にとどまらず，より適切な前処置を考えなければならないであろう。

以上述べたように著者は本論文に於いて諸種の媒質を家兎の1血液に添加してその凍結融wr，
及び凍結乾燥を観察したのであるが，与えられた条件によって差はあるとしても亦血球が或る

程度の障害をうける ζ とは免れなかった。こうした凍結による障害については従来から氷晶形

成の状態が重大な因子として採りあげられているが， 著者は実験 1~8 を通じて先人の諸説と

比較対照した結果，氷品形成特lこ氷の盆では説明出来ない因子のあることを認めた。

なお本実験を通じてグリセリンが赤血球の保護を最もよく行うことが改めて線認されたわ

けであるが，アノレコ{ノレの添加Iによってもかなりの好結果が得られることが分った。特に乾燥

に当つては，グリセ F ンが乾燥梅めて l必難であるのに反しメタノーノレやエタノ~)レは氷の昇率

と同時にそれらの蒸発が容易に期待出来るので乾燥に適していた。しかし実擦に凍結乾燥を実

施した結果は予期の通りにし、かず失敗に終った。

そもそも凍結乾燥の過程をその結果から分析して考えてみると，凍結と乾燥と再生の3段

階lこ分けることが出来る。アノレコーノレ加血液の凍結乾燥による溶血は，果してこれら 3段階の

うちのどこで起っているのかは明らかでないが，それらの過程を更によく吟味することが必要

である。

木実験を殆んど完了した頃， たまたま文献32) iこ於いて Parkesが 1958{ドの Londonの

Symposiumで組織の凍結乾燥にはメタノ{ノレを使用するのがよいであろうと示ut.¥:しているこ

とを知ゥた。著者の;意関するとこ乃と一致するものがあるので今後更に検討・の歩を進めたいも

のと思う。

V.結言

著者はアノレゴーノレ(主としてエタノ{ノレ)の物館化学的性質ーに清隠して， これを添加する

ことによる血液の凍結融解乃至凍結乾燥の成果を検討するため各種の実験を試みた。実験に当

つては，これまで凍結による溶血の阻止に有効と認められているグリセリン及びエチレシグラ

イコーノレを比較観察の対照とした結果，次の成績が得られた。

1) 凍結実験に供せられるアノレゴ{ノレは 10~20% が適当で， それ以下では溶血甑jとの作
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用が少なくそれ以上では血液の凝固を来し易い。

2) アノレコーノレ添加血液を種々の条件で凍結融鮮を行った場合かなりよく溶血が阻止され

ることを矢口った。 しかしその午呈度はグりセリシ添加のものに及ばない。エチレングライコ{ノレ

はほぼその中間に位する結果を示した。

3) 各種煤官添加血液の凍結融解による溶血皮は凍結によって生じた氷の量lこ必ずしも比

例しない。

4) アノレコ{ノレカ11血液の凍結乾燥を試みたが，従来の方法では時生後の溶血が誌だしくて

成功するに歪らなかった。

稿を終るに臨んで，終始御懇篤な御指導と榔鞭抱を賜わりました松井外喜男教授に心から

厚く御礼申し上げます。

また種々の御教示を頂きました林喬義助教授並びに二版泰一同士に感謝の;怠を表すると共

』こ多大の御援助を頂いた浅田実君に感謝いたします。
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Resume 

Nowadays it is well known that glycerol is quite useful for preserving the whole 

blood at very low temp巴ratureswithout hemolysis， but glycerol is not adequate for 

freeze-drying on account of liquefying during drying process. A1cohol has previously 

been used only for keeping blood in the supercooled unfrozen state at low temperatures 

near OOC or for fixing erythrocytes at ordinary temperatures. The present experiment 

may be the first attempt to use a1cohol for storage of blood by freezing or freeze-drying. 

Rabbit blood was utilized as the original material and ethyl-a1cohol or methyl-aIcohol 

was mixed with the blood in various concentrations for comparing with glycerol-or 

ethylene-glycol-blood. Experiments concerning freeze同thawillg were performed with 

those mater匂Isunder various rates of coolillg or at various low temperatures. Amoullt 

of ice formed in the frozell materials or hemolysis after freeze-thawillg was calori-

metrically or photometrically determined respectively. Freeze四dryillgwas dOlle by the 

ordillary method. Results obtailled by those experimellts are summarized: 

1) By the use of a1cohol as a medium withill 20% cOllcelltration， blood call keep 
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its normal habit， but if over 20%， a1cohol causes hemolysis or coagulation. 

2) A1cohol proves to be protective for erythrocytes against hemolysis caused by 

freeze-thawing. Its protective action is strongest in concentrations ranging from 

10 to 20%. Generally speaking， glycerol is most prot巴ctiveagainst hemolysis 

and a1cohol is least. 

3) ParalIelism between amount of ice formed in the frozen state and hemolysis 

after thawing is hardly found. 

4) In freeze-drying experiment of blood， it is recognized that a1cohol is adequate 

for drying. However， all of the red cells are hemolyzed when they are recon-

stituted in saline or a1cohol-saline， so that succ巴ssfulresults cannot be said to 

have been obtained. 


