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Tokio NEI and Minoru ASADA 1961 Mechanism of Drying during Freeze-Drying_ IX. Mor-

phological Observations with Sectioned Specimens (Report 2). Loτ:v Temperature Science， Ser. 
B， 19. (With English resume p. 77) 

凍結乾燥に於ける乾燥の機構 IXキ

薄片標本による形態的観察 (第2報)

根井外喜男浅田 実

(低温科学研究所医学部門)

(昭和36年 7月受理〉

I.緒言

さきに行った血清を試料とする凍結並lこ乾燥過程の荷片標本の形態的観察1)Iζ引き続き，

今回は微生物細胞特に酵G]:及び大腸菌の浮遊液について同様の検索を試みた。

本実験はこれと平行して行なった酵母と大腸菌の凍結乾燥過程lこ於ける試料rj_1の部位によ

る合水率と生残率の消長をしらべる実験2)と関辿づけるために，両者の実験条約二はほぼ等しく

した。

11. 実験方法

1.試料

支汁寒天培地481時間培養酵母 (Saccharomycescerevisiae)及び普通寒天培地 24"者間培養

大腸菌 (Escherichiacoli)をかきとり，それぞれ3回づっ述心洗i悔い蒸溜水， 1%ゼラチン

溶液及び 5%ブドウ糊溶液で，酵母は 500mg/ml，大腸菌は 200mg/mlになるように閣浮遊

液を作った。

2.容器

[1本紙を粉i付して図のような二重監の容器を作り，熔融パラフィンをしみこませて，水が

第 1~ ~式料容昔話略l翠

ついては別報めに譲る。

透過しないようにした。この容器lこ前記試料を内1lUJ部lこ2ml入

れると液の深さは 6mmとなる。外側部にも同じ高さまで蘭液を

入れた。

3. 温度測定

凍結並に乾燥過程の試料各部位の温度変化を測定する為lこ，

特Iこ熱電対を挿入した容器を用い 3打点電子管式自働:5f衡記縁

計によって全過程を自言己記鉢させた。装置並に測定方法の詳細に
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4. 凍結方法

径凡そ 10cmのジュワ戸瓶lζ径2cm，長さlOcmの莫鋪の丹柱を立て，上4cmが出るく

らいにドライアイス・アルコ戸 Jレを入れておく o この円柱の上端に前記試料の入った容器をの

せると，常に同じ条件で凍結させることができる。

5. 乾燥方法

乾燥機は前線の実験1川ζ用いたものと同じで，放射状型多岐管式のものである。中央の凝

縮器lζは液体盟業を入れ，排気速度 1001/min，到達真空度 2xlO-3mmHgの油廼転ポンプで

真空にした。凍結した試料は直ちに本機にとりつけ， 30
0

Cの温浴槽にひたしながら乾燥した。

凍結後或いは乾燥の各過程で試料をとり出して持片標本を作った。

6. 薄片試料作製法

凍結した試料及び、乾燥途中の試料を融J9l~しないように直ちに-lOOC の低混主に移し， こ

ζで液状のアニリンrTK.浸す，充分にアニ 1)ンが浸透したならば， -250Cの室で凍結させ，ガ

ラスlこ田着させて抱で薄く削り，再び-lOOCの室に移して備え付けの偏光顕微鏡で検鈍した，

薄片の作り方の具体的な方法については前報1)に述べてある。

III. 観察結果

1. 温度曲線

凍結及び、乾燥の全過程に亘って記録された試料の上中下3)習中の 3点の混度曲線は図の如

くで，本実験のような条件では，試料の!底面から凍結が始まり，氷品の形成が漸次上方lζ向っ

て進行する乙とがわかる。下層と上層とでは時間的なずればかりではなく，その凍結曲線が異

なる o 例えば下層では底部からの冷却が大きいために，はっきりした氷点を示さずに低下する
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後を保ちながら表層から )1由次深部に向って乾燥が進行する。やがて各点r:H近の氷品が昇華する

に従い，上!脅から )1即ζ温度が上り，室温lこ近づく。

2. 凍結標本

1) 酵母

水，ゼラチン溶液，ブドウ糖溶液の 3躍の媒質のどれを用いた場合でも，先ず弱拡大のク

ロス・ニコ jレでみると，様々の色を呈する幾つかのモザイク模様がみられる。

その 1つの模様を更に強拡大でみると，きれいに並列した柵状椛造のできているのがよく

わかる。 ζれは，蒸溜水浮遊液のものではl陪凡そ 50μ，長さ数mmに立る氷品とその聞にはさ

まれた濃縮された菌wと忠われる部分から成っている。ゼラチンi岩波では氷品がやや大きく，
ブドウ糖菌液では更に大きくて凡そ 80~100μ の幅をもっており，それぞれ間に濃縮されたゼ

ラチン又はブドウ糖と菌体をはさんで不透明部分を作っている。

試料全体として部イ立による差違を挑めてみると，前回報告の実験条件では，一重容器で周

間全体から冷却したので，部位によって氷品の大きさやi[ilh方向などが不定であったが，今回は

一章容器で，しかも底面からの一方冷却なので，比較的一定した形態を示した。即ち， J.底部で

は氷品が小さく，しかも長軸方向が水平または斜めになるものもあったが，上躍に向うに従っ

て，氷晶は大きくなり，長*Ihも殆んどが垂直の方向を向いて並列するものが多かった。これは

温度tl!J線からも想録されるところである。ただブドウ私!t浮遊液などでは，底聞から友商まで見

事に垂直に並列した氷品のみられる ζ とがあった(図版III-9)。

外側の二重壁の聞の部分では，表出iから底部lこ亙って，斜め又は水平に走る氷品が多く個

々の氷品の大きさも，内側より外側の方が大きかった。

2) 大腸菌

試料全体としての mosaicpattern については，酵母との比較，W;は3種の媒波間の比較で

も大査はみとめられない。個々の氷品の大きさもほぼ酵母の場合と同じで，蒸溜水菌液で最も

小さく，ブドウ糖菌液で最も大きい。ただ試料としての菌濃度が低い為か，蒸溜水i岩波では，

酵母ほどきれいな柵状構造にはなっていなかった。

3. 乾燥過程及び乾燥後の標本

段初の凍結でできた内部補造が保たれたまま，氷lElが次第に昇華して行く様子がよくうか

がわれた。短mt状の{刻々の氷品が消失したあと，その聞にはさまれていた濃縮部分からどのよ
うに或いはどの程度脱水されるかは，偏光顕微鏡の倍率が400倍までしか上げられなかった

為，観察が不充分であった。ただ凍結部分と乾燥部分との境界聞をはさんで，両似lの部分に形

態的な差・や大きな食い違いがないところから考えて，乾燥による変形は殆んどないものと忠わ

れる。従って乾燥試料の内部構造は凍結時ーの条件によってほぼ決定されるものといってさしっ

かえないであろう o

なお前報でも述べたように，氷品の長制1が試料の表層方向lこ向いているものは，氷晶の昇

~tnは進行しやすいが，それに直角の方向を向いているものでは，進行がやや也容されるような
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傾向がみとめられる。従って， 個々の mosaicpatternによって乾燥速度が違い， 特に grain

boundary iζ沿って乾燥が進み易く(図版 1V-10)ラ また平行して同じく表階、方向に向いている

もののうちでも進行速度に差のある乙とが多い(図版 1-4，V1-25， VII-27)。強拡大lこすれば，

個々の氷品について，その昇華面を明らかにみとめることができ， I待lこ遊離して閉ぢ込められ

た個々の歯科ょをみることもある(図瓶1-3)。

IV.考察

酵母や大!防i誌のような微生物細胞の浮遊液(かなりの濃度にする必要がある)を凍結させて

も，基本的な形態的所見としては，先lζ報告した血~Ilf の場合と大差はない。またも~用菌麗の差

JAiこよって形態、的な差違を生ずるまでには至らないようである。むしろそれら菌液lζ於ける菌

濃度，媒質の穣類やその濃度などが，生成されるべき氷晶の形態や大さきなどを規定するもの

であろうと思う。吏にそれにも増して，凍結の際の冷却のしかた成いは冷却速度などが，氷晶

の性状lζ大きく影響するものと思われる。

ζζで媒冒としてゼラチンとブドウ粉だけをとり上げ，しかも濃度としてそれぞれ 1%と

5%しかしらべなかったのは，さし当り本実験と平行して行なっている同じ条件の試料の残水

註と生残菌との関係の実験2)iこ対J!なさせ，その機捕の説明lζ役立たせたいと考えたからで，詳

細な検討は将来lこ減ることにする。

また技術的な面の，殊lζ標本作製逃程での温度の拘Jmで，疑点、のあることは前線で述べて
おいたが，その点については，木実駄に於ても解決されていない。例えばブドウ糖菌液の凍結

試料を_lQOCにおいたのでは， 凍結状態に形態的変化をきたすのでなかろうかというような

ζ とである。

微生物を用いた今回の実験では，より一層倍率を上げて詳細な観察を行ない，菌体自身の

乾燥の状態をみるべきであったが，これは装置の関係で果すことができなかった。

更に今後，別な角度から行なう種々の検討とも総合して，凍結成いは乾燥過程の機構の解

明につとめたいと思Lう。

V.結論

酵母及び大腸[請の蒸溜水， ゼラチン， ブドウ拙溶液の浮滋j疫を一定の形の容器lこ入れ，

-550Cまで凍結させた後，乾燥に移し，その試料の凍結状態並に乾燥状態をアニリン法で凍結

切片を作って観察した。

先ず凍結試料では，前報の血清の場合と向様，氷品の結晶紬を~にするために生ずる mo­

saic patternがみとめられ，それは吏に短冊状の氷品とその聞にはさまれた濃縮i週休及び楳質

成分から成り，柵状構造を呈する ζ とが観察された。菌の種類や媒質の種類によって， ζの構

造lζ質的な差はみられないが，ただ 5%ブドウ糖菌液では蒸溜水菌液よりかなり氷晶が大きか

った。
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乾燥過程の標本では，氷品の子f-'1f!i面がよく観察され，個々の氷晶或は{国々の mosaicpat-

tern によって昇華の進行速度の兵るようすがうかがわれた。また最初の凍結によって形成され

た試料の内部構造は，乾燥によっては殆んど変化をお ζ さないことがみとめられた。
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Resume 

Frozen and frε巴u:!-dried stat巴 of cell suspensions， Saccharomyces cerevisiae and 

Escherichia coli， were microscopically obs巴rvedwith thin.section巴dspecimens prepared by 

anilin method. 

Small ice crystals， thin but long， lined up side by side in parallel in mosaic patterns， 

were made evident by means of cro~sed nicols of a polarizing microscope. The size of 

ice crystals depended mostly upon the rate of cooling and partly upon the sort of media. 

There was no essential difference betw巴enyeast and coli cells in respect to morpho-

logical五ndingsof ice crystals and their sublimation. 

The results obtained were almost the same as thos巴 report巴din our previous paper. 
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図版説明

1 --1 酵 母(蒸溜水) 凍結状態 )( 24 

2 /1 (ゼラチン) 乾燥過程 上半部乾燥 下半部凍結 )( 60 

3 /1 (ブドウ糠液) /1 /1 

" )( 240 

4 大腸菌( /1 赤色部乾燥 青色部凍結 )( 240 

JI --5 直孝 母(蒸溜水) 凍結状態 )( 20 

6 " 
/1 

" )( 50 

7 /1 " 乾燥過程 上半部乾燥 下半部凍結 )( 50 

8 /1 (ゼラテン液) 凍結状態 )( 20 

JU-9 苦手 母 (ブドウ糠液) 凍結状態 )( 20 

1V-10 酵ー 母 (ゼラチン液) 乾燥過程 上半部乾燥 下半部凍結 )( 20 

11 11 " 
/1 /1 

" )( 50 

12 /1 (ブドウ糖液) /1 /1 )( 20 

13 " 
/1 /1 /1 /1 )( 50 

V-14 大腸菌(蒸溜水) 凍結状態 )( 20 

15 /1 /1 /1 〉く 50

16 /1 (ゼラテン液) /1 )( 20 

17 /1 /1 /1 )( 50 

18 /1 (ブドウ糖液) " )( 20 

19 " 
/1 )( 50 

Vl-20 大腸菌(蒸溜水) 乾燥過程 上半部乾燥 下半部凍結 )( 20 

21 /1 /1 

" " /1 )( 50 

22 /1 (セ、ラチン液) " /1 

" )( 20 

23 " " " " /1 )( 50 

24 " (ブドウ糖液)
/1 /1 /1 )( 20 

25 /1 /1 /1 

" 
/1 )( 50 

VI1-26 大腸菌(蒸溜水) 乾燥過程 上半部乾燥 下半部凍結 )( 200 

27 (ゼラチン液) " " /1 )( 200 

28 /1 (ブドウ事占液) /1 " " )( 200 



根井・浅田
図版 I 





中良子|二・ i長田 図 JIJ5Z II 



根井 .i長!王i 図版 III

〈ー表商

←底面



根井・浅田 図版 IV



根井・浅田 図版 V



1'R井・浅田 図版 VI



根井・浅田 図版 VII


