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凍結乾燥に於ける乾燥の機構 V*

薄片標本による形熊的観察

根井外喜男 浅田 実

(低温科学研究所医学部門)

l昭和田年 6月受}ll!)

I.緒 -日

凍結乾燥に関する種々の機構を明らかにする為には，全過程をできるだけ詳細に分析して

考究する必要がある。その意味に於いて我々は乙れまでにも乾燥過程をいろいろの立場から観

察し， また考察を進めてきたョ 特に蒸発脱水量の消長をめやすに乾燥過程の分析。Aのを試み

たが 1本の曲線で表現されるものには自ら限度があり，乾燥機構の全貌をうかがうにはまだ

程遠かった。

そこで， ζのような見地からの検討と平行して，形態的な立場での，例えば実際に試料自

身の内部では，どのような状態で凍結し，昇華はどのように進行し，そして乾燥完了のものは

どんな形態を保っているかを知りたいと思った。立体構造を保持したまま，内部からの氷の昇

華が行なわれると考えられている凍結乾燥過程の動的な経過を追究するために，まだ不充分で

はあるが，さしあたって薄片標本を作ることにより，各時期に於ける状態を観察してみたので

ある。

このようにある現象を種々の角度から眺め，その観察事実を有機的に関連づけて説明を下

す乙とは現象の木態をつかむのに有志義であろうと思う u

II. 実験方法

試料として主に家兎I立u青を用いた。血清が凍結乾燥の機構を研究するに当つての代表的な

好試料にあげられるのは，定型的な海綿状構造を保って乾燥される ζ とにある。その外lこ一部

寒天溶液及び酵母菌液を用いたが，その成績については次報に譲りたい。

先に行った乾燥過程の重量変化の測定実験と対比するために，同じ形態の同じ容量の容器

を用いた。但しセノレロイド製容器では切片襟本を作る時l乙壊しにくいので，パラフィ γ紙で問

主'~の容器を作 i) ， ζ れに 1 cc血清を入れた。 凍結は二穣の冷却速度，即ち -300Cの低温室に

放置して緩慢凍結させたもの及び液体窒素(凡そ 190
0

C)に没して急速凍結を行なったもので
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ある。 それらの冷却速度は正確に測定してないが，緩慢凍結では -300Cまで達するのに凡そ

30分，急速凍結では 1900C Iこ達するのに 1~2 分を要したものと考えられる。 凍結後，容量

凡そ 50ccの謄合せガラス容器に移し，真空乾燥機にとりつけて型の如く凍結乾燥を行なった。

装買は所謂豚式と称する放射状に多岐管を見えたもので，コシデシナ ~Iこは液体窒2誌を用い，

真空度は凡そ1O-2mmHgであった。 このようにして得た凍結試料，乾燥の途中の試料及び乾

燥終了試料から，次のようにアニリシ法!こよって薄片を作り，顕微鏡でその構造を観察した。

薄片作製法は木研究所の木下， 若浜等が考案した方法4)iこ倣い， アニリシの水飽和液が

-120C附J!iを共融点とし，それよりj節度が高いと融けて液体となり，それより低い温度では凍

結同化する性質のあることを利用したものである。

先ず凍結試料については， これを -250Cの本に移して， 周囲の紙の容器を長IJし， ある試

料からは表j認に士、Jし平行の聞が出るようにし，また他の試料からはそれに直角の聞が出るよう

にして，機械鋸又は抱で数ミリの厚さのブロックを切り 1:1-1す それを載せガラスの上におき，

-lOOCくらいに保ったアニ 9y液で接蒼させる。 液状のアニリシを試料の周辺lζ塗布すると，

ガラスが冷えているので直ぐ回化し密着させることになるのである。 次によく研いだ抱で表部

をできるだけ平滑に削った上で，アニリ γを剥して試料を裏返えしにし，再びアニリシで接荒ー

して新しい表聞を抱で得IJり， 試料の厚さを O.lmmくらいにする。 これを -lOOCの窓l乙移す

と，アニリシだけが融解するので氷の部分がよく判別できるようになる。乙のようにして作っ

た切片標本を同じ lOCCの室に備えつけた偏光顕微鏡で観察するのである。

乾燥過程の途中の試料の内部構造をしらべるという乙とは，昇華の進行状況を知るためで

あって，上層は乾燥を終了しているのに，下層はまだ未乾燥で凍結状態にあるような時期をみ

ることになるロそれには乾燥の途中で真空ポシプをとめるとすぐ試料を乾燥装置から外して低

祖室に移し，凍結部分が融解しないようにする。 先ず 100Cの室で約2時間アニリシ液に浸

し，大体乾燥部分の網目構造lζアニ 9yが浸透したと思う頃に， -250C iC移してアニリシを掴

化させ，後は前l乙述べたと同様にして切片を作るのである。 ζの場合は，凍結試料或いは乾燥

試料と違って， 凍結部分と乾燥部分(氷のない部分)とが隣り合せて 2層をなしており， 乾燥

部分にはアニリシが浸透するが，凍結部分lこはアニリシは入らない。 しかも氷とアニリシとで

は -250Cでの閉さが違うので，鋸で削る時lこ切りにくいし，また…100Cでアニリシを融かす

時lこ凍結部分との境界線で遊離しやすい。更に中心部まではなかなかアニリシが浸透しにくい

上に，余り長くアニリシ液lζ浸しておくと，凍結部分lζ多少の変形をきたすように思われるな

ど，いろいろ技術的な困難さが加わるので，満足できるほどの標本は得られなかった。

凍結乾燥を終了した試料には，氷はないのでもはや低温での処理は必要ないように思われ

る。従って通常の組織の固定法並びに切片作製法の応用が考えられるが， .rf[清成分を落解する

ような物質を用いたのでは， 海綿状構造を壊してしまうし， アノレコーノレ固定その他，2，3の方

法を試みたと ζ ろでは，あまりよい結果は得られなかった。結局前と時様，低温でアニリシに

没したものが一君主形を崩すことなく ，IfJj:$情状構造のj郎、間隙にもよく投透するので，それを
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-250C Iこ移してアニリシを凍結させ，同ーの方法で切片を作り，鏡検したのである。

写真撮影には多くカラ{・フィノレムを使用した。乙れは偏光顕微鏡を用いた時に，各氷結

晶の区別，氷のある部分とない部分との区別などが明瞭になるからである。木論文挿入の印画

は大部分そのカラー-フィノレムから 1-':1忠フィノレムに焼直したものである。

I1I.観察結果

l 凍結標本

前記のようにして作った凍結薄片を -10
0

Cの低温室で主として偏光顕微鏡で観察した。

1) 急速凍結

まず液体安おに泣して急速凍結させた試料の水平断面では，円形をした標本のほぼ中心か

ら周辺部lこ向って放射状lこ走る無数の細い筋がみえる c これをクロス・ニゴノレの視野におくと

やはりほぼ放射状に並びやや長い形をした多数のモザイク模様からできている ζ とがわかる

(阿版 II-lO)。

垂直断面では，氷品の成長が周辺部からrl:J心部[こ向って進行し，最後に中心でぶつかり合

った後表層部lこ盛り上った様子がよくうかがわれる。又水平桁商でみられたと同様の多数のモ

ザイク模様がみとめられる。ただ表面から感 1)上った部分だけは，他とは異なり，非常に細か

な綿問状の構造を示している(図版1-1，III-13)。これらのモザイク模様は，氷片の厚さ，偏光

前の方向，及び、結品の主将h(C軸)の方向によってきまると ζ ろの固有の色模様を呈するのであ

る。更にこれを拡大してみると，各色模様別のモザイクの中lこ見事に平行に並んだ柵状の構造

がみえる。そのうちの透明な部分が氷であって， ζの互に平行した矩冊状の結晶薄片は結品光

学的に同じ性質，同じ軸方向をもち，平行して成長したものとみなされる。これを grainと称

するが，各 grainの問を界するものは，凍結の過程で濃縮されて残った血清成分であろうと考

えられる。これには連続してはっきりした境界線をなしているもの，或いはちぎれて粒状をな

しているものなどがあるが， 全体としてはきれいな柵状構造を呈している(図版II-ll，12， 

III-13)o各 grainは幅凡そ 20-30μ， 長経は長短さまざまで，中には grainboundaryが蜂巣

状成いは網状となってその中lこgrainがとりかこまれているものもある(図版 II-ll)o これら

のgrainの集まりである各モザイク模様の大きな氷品は，相互には車Is方向が違うのであるから

それを構成する柵状構造も必ずしも平行していないが，大体lζ於いては最初に述べた放射状の

方向lこ一致している。

なお急、速凍結の場合の特徴として，屡々大きな簡裂を認める。これは各氷晶が完成した後

にできるものであることは， 亀裂の両側の構造に述続性のあることからもわかる(図版1-1，

II-9， 10).。

2) 緩慢凍結

やはり容器の周辺から結晶の生成が始まるものと思われるが，その方向はかなり勝手であ

って，急速凍結のように中心部から放射状に走る構造はみられないし，表面への盛り上りもな
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い。各 grainは急速凍結のものに比較しでかなり大きく，数倍乃至数十倍に相当する。大体は

平行してi問状lこ並び，更にそれが大きな氷晶を形成している。部位lこよっては各 grain毎lこ互

に入り乱れて交錯しているところがある(図版1-2，1 V -14， 15， 16)。このような状態は急速凍

結では殆んどみられない。

2. 乾燥過程の標本

実験方法の項でも述べたように，乾燥の途中の試料，つまり一部はほぼ乾燥が終了して海

綿状の血清成分だけが残っており(水分量を測定していないので正般な乾燥度はわからないし，

また残水率何%のものを乾燥完了というかの定義もない)，他にはまだ凍結したままの未乾燥部

分があるという試料を薄片にするのは技術的lこ非常に困難である。特に急速凍結のものでは燥

しいので，今回は緩慢凍結のものだけについて観察したヨ ここでの観察の主要な目標は，乾燥

つまり昇華の進行の状況，云いかえれば乾燥部分と未乾燥部分との境界の状態を知ることにあ

った。しかしこの境界線では両部分に離れやすい傾向が強いため，なかなか良い標本はできな

かった。僅かに得られた幾つかの標本から次のように云えると思う。

grainの長軸が試料の表層の方向に向いているものは， 容易に内部まで昇華が進むので，

grain によって歯の欠けたように凹凸がみられるが(区l版1-4，5，7)，同じ面にあっても， grainの

長軸がそれと註角の方向にあるものは， grain boundaryの血清成分に遮られて，昇華は容易

に内部まで進行し得なし、(図版1-8，V-19)。従って試料の垂直断面全体で眺めてみると，乾燥

前線はy;!として平坦な一線(立体的な試料全体として考えれば一つの面)をなしているものでは

なく，場所によってかなり回凸の多いものであることがよくわかる(図版1-3，6， V-17)。

また慌i冊状 grainの集まりである一つの氷品のうちで一部乾燥したものについてみると，

凍結部分とほぼ間じ構造を示しているので，乾燥による変形或いは切片作製時の artifactは比

較的少ないものと考えられる(図版V-18，VII-25)。

3. 乾燥後の標本

乾燥の途中でも見られたように，乾燥後の試料の内部構造は凍結H寺のものと大三をなく，見

事な柵状構造又は網状構造をそのまま残レどいる(図版VI-20，21， 22， 23， VII-26)o ただ中

に多少不規期な構造や探冊状配列の乱れなどがみられるのは，切片を作るに当つての技術的な

欠陥ではないかと思われる(悶版VII-24)。 また凍結時の標本では， grain boundaryは1本の

線としてみとめられることが多いが，乾燥後の所見ではその厚みや細かな分岐或いは間隙など

微細な構造までよくうかがい知ることができる(図版VI-23，VII-25 ， 26)。

IV. 考察

木実験のような形態的観察lこ於いて，特lこ立体的構造を云々する為lこは，述続切j十でも作

って立体像を再現してみない限り正縦な判断は下せないとしても，切j干の顕微鏡的観察の結果

から，ある程度の推定はできるものと思う。凍結に引続いて行なわれる乾燥過程での脱水の状

況なども，そに意味に於いて，切j干の観察からある程度の想像は可能であるといってさしっか
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えあるまい。

ただここで問題なのは，切片襟本作製!侍の温度である。薄片を作ってそれを観察する為に

は，アニ日 γを凍らせたり融かしたりするのに -250Cや -lOOCの低温室にかなりの時間おか

ねばならない。血清の共融点 t氷品点)は何度か明らかでないが， NaCIのそれに近いか又はそ

れより低いとも云われるので， -lOoC Iこ上げたのでは，氷晶の形態に多少の変化をきたすかも

しれない。このような疑点の入る余地のないようもっと低い温度で切片を作ることを考えたの

だが，アニリシ'に代ってそのように低い温度での処理に適する試薬はみあたらなかったこと，

また温度が低くなるほどいろいろの点で標本作製が閤難になる ζ と等，温度に関しての充分な

検討‘はまだすんでいない。

しかし乾燥終了後の試料の切片を作るのには，アニリ γによる凍結法が非常に好都合であ

った。通常用いられる組織の制定剤では， Jfllr育成分を溶解したり形を崩したりすることが多い
が，アニ 9Y!こはその憂いはないようだった。従ってこの万法を用いて得た所見は，試料その

ものの真の形態を示しているものと考えてよいであろう。ただ度々述べたように，低j誌での特

殊の処理であるから，操作の過程での技術的な artifactによる変化は全くないとは云い切れな

い。また乾燥後の所見が凍結時のそれと異なっていたとしても，乾燥過程での水蒸気分子の移

動式いは表面張力に伴なう多少の変形によるものといえるのかもしれない。

液状試料を凍結させる時，その中lこ出来る氷l阜の形態は，容器の形などによっても違うで

あろうが，冷却速度に左右されると乙ろが最も大きい。本実験の観察結果からもわかるように

急速凍結と緩慢凍結のこの程度の冷却速度の差でも，明らかに grainの大きさ，氷品の形や}j

向性などの異なることがよくみとめられたι 概念的に急速凍結では氷晶は小さいが数は多く，

緩慢凍結では氷品の形は大きいが数は少ないということは，よく知られていると ζ ろである。

そこでこの冷却速度による凍結の状態の差が如何に次の乾燥速度に関係するかということ

については，これまでにもあまりはっきりした結果が得られていない。乾燥速度に殆んど差が

なかったりヘ 急速凍結のものの方が乾燥速度が大きいといわれたり 2) したが， 経験的には緩

慢凍結の方が早く乾くようにも思われる。試料が純粋の水であって，各氷品がそれぞれ独立し

た牧子であるならば，その表面積から考えて当然凍結速度の大きなものは乾燥速度が大きくな

るであろうが，既lこ再三述べているように，各 grainはすべて濃縮された血清成分にとりか乙

まれているので，その grainが相互に連接しているか，或いは全く個々に独立しているかによ

って乾燥速度は違ってくることになろう。この点については，もう少し立体構造を知る方法を

工夫し検討しなければ，明らかにはできないが，例えば図版II-ll，III-13 ， IV-14， 16のよう

な所見からすれば，緩慢凍結の}jが昇率には好都合であるといえるように思う o

また乾燥過患の機構を考えてみるのに，例えば蒸発水分量の変化から求められた乾燥曲

線2)，のは，多数の実験例から得られた値をまとめて smoothcurveとして表わされたものであ

り，時々刻々に変化しつつある三三次元的な現象を一つの点として記録し述続して線として表現

しているにすぎない。 しかし試料の立体的構造から考えて，同一時点lこ於ける現象戒いは変化
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といっても，試料の中の部位によって決して同

ーではないであろうし，それを総合したものが

常に一定の値吾示すとは限らないであろう。例

えば恒率乾燥過程とはいつでも，微視的に考え

れば，その時の最も昇華の盛んな部分の氷品の

状態によっては，多少の変動があってもよいと

忠弘この乙とは第1図で示された氷晶の状態

からでも理解できることである c さきに乾燥速

度曲線に於いて，特lこ昇華の盛んな時期に，実

↑ ↑ 

第1図 氷晶の方向と乾燥の遅速

験誤差以上と思われる曲線上の小さな変動をみとめためのは， 乙の点を裏付けるものかもしれ

ない。

さて，従来細胞や紹織から作られた凍結乾燥標本は別として，血清のような液状試料の乾

燥後の形態的観察を行なったものとしては， 内藤の著述6)!ζ掲載された写真を見出すだけであ

る。今日ではその原著を入手する乙とができず，わずかに弱拡大の該図から網状構造をうかが

う程度で，より微細な構造については知ることができない。

一方凍結乾燥に於ける乾燥過程で，凍結試料の内部からどのような機序で昇華が行なわれ

ているかについての形態的立場からの検討としては， Stephensonの理論的見地での模式ほ!η が

あげられるくらいでs 実験的研究は見当らない。

本実験もまだ緒についたばかりで，不充分な点が多々感、ぜられる。従ってこの程置の実験

では到底乾燥機構の全貌はうかがうべくもない。今後更に，多くの試料につき，種々条件を変

え，検討を重ねて，形態的な微細構造を一層はっきりさせることができるならば，他の立場か

らの吟味と総合する ζ とによって，機構jfJlf，明lこ役立たせうるものと考えている。

v.結論

血清を 1cc一定の形の容器に入れ， 液体窒素又は -300Cの低温室で予備凍結させたもの

を，常法lこ従って凍結乾燥した。

予備凍結だけのもの，乾燥の途中ωもの及び乾燥ω完了したもωについて，アニリシ法に

よって凍結薄片を作り， _lQoCの蜜で、偏光顕微鏡を用いて観察した。

その結果，短冊状 grainとその周囲の血清成分，更にそれら柵状構造からできた氷晶のモ

ザイク模様がよくみとめられ，その大きさ，形，配列等は最初の冷却速度によって異なること

が確認された。乾燥過程での標本では，乾燥部分と凍結部分のl克界の状態をみる ζ とができ，

それから氷の昇華の状況がうかがわれた。乾燥完了後も，最初の凍結時の内部構造をほぼ保持

し，凍結速度による形態的差違はよくみとめられた。
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Resume 

After the rabbit serum of 1 cc in volume contained in a special p旦raffinedpap巴r

vessel was rapidly frozen by direct immersion in liquid nitrogen or slowly frozen by air 

cooling at -300C.， drying was done with ordinary freeze-drying procedures. 

Of the frozen， half-dried and dried materials obtainedat each stage of the freeze-

drying process， thin sectioned specimens were made by use of anilin as a fi:s;ing material 

at low temperatures ranging from -100 to -250C. Observations with polarizing micro-

scope at -100C. revealed the following findings. 

Typical mosaIc patterns， composed of numerous small ice crystals (grains)， thin but 

long， lined up side by side in parallel， were visible under crossed nIcols. The sizes， 

shapes and arrangements of those large and small ice crystals depended upon the cooling 

rate during the prefreezing process. 

Many figures obtained from the half-dried specimens illustrated the situation at the 

juncture of the dried and frozen part and suggested te> the writers the process of sub-

limation of ice crystals. 

The completely dried material showed the network structures just like the figures 

of grain boundary in the frozen state of the same kind of material. 



98 桜井外泰男・浅田 実

図版説明

図版工ーl 急速凍結ト190
0
C)試料の凍結状態。{音楽 x6

図版工ー2 緩慢凍結 (-300C)誠料の凍結状態。'倍率 x6

図版 I-3 緩慢凍結ぷ料の乾燥過程(J二半部は乾燥部分，下半部は凍結部分)。 倍率 x6

凶!坂工-4 3.の一部(下半部は凍結部分， 3と色認は呉なる)。 倍率 ><24

図版 I-5 3.の一部(左半部は凍結部分， 3.と色調は異なる)。 倍率 x24

図版 I-6 緩慢凍結誠料の乾燥過程(上半部は乾燥部分，下半部は凍結部分)。 倍率 x6

fzl版工ー7 6.の一部(下半部は乾燥部分， 6.と色調は異なる)。 倍率 x24

図版 1-8 6.の一部(下半部は凍結部分， 6.と色調は異なる)。 倍率 x24

図版 II-9 急速凍結誠料の凍結状態(普通写真)。

図版豆一10 急速凍結誠料の凍結状態{偏光写真)0

図版区一11 急速凍結話料の凍結状態。

図版 II-12 急速凍結読料の凍結状態。

図版 ill-13 急速凍結話料の凍結状態(話料中心部の重富断面，表j国から底面.まで)。

図版 IV一関 緩慢凍結誠料の凍結状態。

図版 IVイラ 14.の一部。

図版 lV--16 14.の一部。

図版 V-17 緩慢凍結諸料の乾燥過程 (I-6と|認ーのもの，主半部は乾燥部分，下半部は凍結部分)。

図版 V-18 17.の一部(左上半部は乾燥部分，右下半部は凍結部分)。

図版 V-19 17.の一部(上半部は乾燥部分j 下半部は乾燥部分)。

図版Vl-20 急速凍結試料の乾燥後の状態。

図版Vl-21 急速凍結誠料の乾燥後の状態泊

図版Vl-22 急速凍結誠料の乾燥後の状態。

凶版Vl-23 急速凍結品料の乾燥後の状態。

図版羽[-24 緩慢凍結誠料の乾燥後の状態。

図版 VlI-25 緩慢凍結誠料の乾燥後の状態(これだけは乾燥過程のものである。上部は乾燥がす

んでいるが，下部には凍結部分が残っている)。

図版VlI-26 緩慢凍結誠料の乾燥後の状態。
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