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Tokio NEI 1962 Investigation of Freeze-Drying Method as a Means for Fixation of Cells and 

Tissues_ Lo叩 TemperatureScience， Ser. B， .?O. (With English resume p. 106) 

細胞組織の固定法としての凍結乾燥法の再吟味栄

根井外喜男

u氏混科学研究所医学部門j
(昭和37年 6月受理)

I.緒言

凍結乾燥法は生物試料の形態的観察の場合の 1つの手段として，この方法が創案された 19

t 世紀末期から既に利用されている 1)ョペ 例えば組織学的な立場からは生の形態をそのまま保持
し， ~~Hこ細 n包1\右[成分が標本作成!日fに移動したり消失したりするのを前ぐためにその同定法と

して「れ、られラまた事un是[やウイノレスの形態学では細胞や牧子の生の時の原形を保持するものと
して賞用されてきた。

凍結乾燥された標本では， .i!釘itの国定法で作られたものとは異なった所見を示すこと，細

菌やウイノレスでは明らかに立体像を呈することなどから，凍結乾燥によるものは他の方法にく

らべて，より主主の状態に !liいものであると見。t~ されてはきたが，果して原形がそのまま保たれ

ているかどうかについては確認がない。

本実験は乙の点を究明するために行なわれたもので，試料として Escherichiacoliが用い

られた。これは細菌では光学顕微鏡f裂が明らかにされており，生の時の原形もほぼ推定される

からであった。組織では個々の細胞の外形的な変化はとらえ難いし，ウイ Jレスでは原形が果し

てどんな形をしているのか松倣できないという拠出で，これらは用いなかった。

11. 実験方法

前述のように科料として教寝保存の E.coli を用い，その脅迫J;~天的地 18 時間出誌のもの

を法犯水で 3 回洗総し，更に蒸浴i水の浮遊液とし，前濃度はJもそ 50~100 mg/mlとした。 ζれ

は通常の電子顕微鏡標本を作るための点I液に比較すればj啄めて日濃度のものであるが， n黄湯法

では 1液滴内のほi数はそれほど多くないこと，また凍結乾燥法によると大郁分の|主i休は乾燥の

途中でポンプ側lこ飛散する可能性があるので， ζのくらいの高濃度のIまi液でないと不充分のよ

うに思われた。 I苅液は Vaponefrinnebulizerを用いて噴;議した。

凍結乾燥装置は立止に報告したものめとほぼ同械で， Williamsの方法2)iこ倣ったもので原法

と大差はない。 ただ乾燥後一旦とり出して他の?定着装置に移して shadowingをするのでは、
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I弱体の位置の移動(立体的配伎をとっているので， 真空を破るとき

に注悲しないと飛散したり位置が変ったりする)や， tq気rllの水蒸

気をl汲限するおそれがあるので，乾燥容器にそのまま蒸着装置をと

りつけたものである。ただ容器が小さいので，ガラス管壁からの乱

反射を防ぐためにタングステン・バスケットと試料の間に主回:似lこ

スリットを作ったものを置いたり， shadowingの際lこ試料を冷した

りしたの

芳T1
5 

第1図 ブロックの突起上
に載せたメッシュ

また Williamsのような高速噴霧器を用いなかったので，その

代りに噴霧された試料の冷却速度ができるだけ大きくなるように工

夫した。即ち試料支持台である文総ブロックの上部は斜角度の似に

なっていて(shadowing，ζ適当な角度になるよう予め作られている)，

その上国に円柱状の突起があり，実験lこ際し表而lこメッシュを絞せ

Ca: キャップ A:蒸

着されたアルミニウム膜

そのとからリング状のキャップをかぶせてメッシュが京総ブロックによく密着するように準備

しておく。メッシュはなるべくスリット・メッシュを用い，コロジウム肢を張った上さらにア

ノレミニウムを蒸着した。これは試料の凍結lこ際してコロジゥム!慌の破れるのを防ぐと同時に，

噴霧液滴から真鍛ブロックへの熱伝導をよくするためであった(第 1関)。

その他の点では Williamsの装置とほぼ同線で第2図に示

すように， 細長いガラス容器の底lζ前述のコロジゥム・メッ

シュをとりつけた真鈴ブロックを真空グリ{スで密着させ，

ζ れに噴霧用のJ;'r~i食ノ fイプを間入した上で魔法瓶 rlJ の液体窒

素l乙浸し，所要組皮まで冷却しておく。 ζ の液体窒素rlJで冷

却する場合lこは， 徐々に没さないとグリ戸スのついた部分で

T ガラスの割れることが多いから注n~、を要する。

門 以上のように準備された装置に対して nebuliz巴rの試料

を噴霧した。 1回の噴霧ではIl莫而IC:1¥付着する液滴はあまり多

くないので， 数回噴霧をくりかえしたが 1回毎lζ充分時間

弓p をおいて噴霧された液滴及び?;空気によるIl~而の組度上昇が元

[こ復するのをまった。 噴霧が終った後は噴霧用のパイプを抜

き出し， 代りに蒸着用ヒ F ターのついた蓋をし!吃燥機lζ接続

して減圧を開始した。同時に液体窒素をとり去って-600Cの

アノレコールの入った魔法瓶と置きかえた。 引続き乾燥を続行

すると， 1.5乃至 211者間でブロック上而に間着して肉眼的にも

白く見えていた霜が昇恭し消失した。 こζまでで試料はほぼ

乾燥を終了したのであろうが， 念の為 3時間まで乾燥を続け

た。 Williamsは -450C，こ保持して(但し 5X 10-4 mmHg) 10 
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乃至 15分おけば充分乾燥できるといっているが，本実験では完聾を期して -600Cで 31時間乾

燥を続けた後，徐々に 300Cまで瓶度を上げた。乾燥終了後は直ちに shadowingを行なったが

一部には比較の口的で shadowingをしないもの或いは他の蒸着装置に移して shadowingを行

なったもの等がある。対照の標本としては，同じ誌11夜の空気乾燥(凍結しないもの)又は緩慢凍

結乾燥したものを作ったο

これらの標本は日本電子製 ]EM-5L型電子顕微鏡を用い加速電j王80KV乃至 100KV， 

訂版倍率5，000乃禾 10，000倍で閥祭及び撮影された。

111. 実験結果

1. 対照空気乾燥菌体

噴霧後空気乾燥したものでは，j夜j街中のI治体はすべて 1つの集塊となるので，個々の細胞

を観察するためには，唆霧法よりもむしろ通常の sampling法が良かった。いずれにせよ空気

乾燥同休は shadowの様子からもよくわかるように恨めて昂平で且つ電子線lζ対しては透過

性が良い。

2. 凍結乾燥菌体

実験方法の項で述べたような条件で作られた標本の凍結乾燥臨休は，前記空気乾燥同体と

はl男らかに異なった形態を示した。 即ち， 液滴仁IJの個々のl:El休はかなりよく分散し， しかも-

shadowの状態から一見しでわかるように立体的配位をとっている o その巾にはJl見回lこ密着し

た菌休もあれば，連践し合って膜而から離れたような状態のものもある o それらの個々の菌体

はj極めて電子線の透過性が悪く空気乾燥のように菌体内部はわからない。大体lζ於いて廻転梢

円休の形態をとっていることは shadowからもわかるが，倍率を上げてよく観察すると，光学

顕微鏡像或いは空気乾燥の対照像からfJ(像されるような円治な輪郭を示さず，表面構造はかな

り粗造で細かな徽が菌体一而にみられる。乙れが単lζ表面だけのものか，かなり内部にまで亘

っているものかはよくわからないが，とにかく空気乾燥のものでは均一な構造しか示さないの

に，それとは明らかに異なってしかもかなり多種の構造を示した。

そこで凍結乾燥によって弱体が収縮するのではないかと考えて，e誼休の大きさの検討を行

なってみた。先ず空気乾，);来のものは乾燥時の表而張力によってH:縮されて荷主Fーになったものと

第1表 空気乾燥Eiliと凍結乾燥菌の大きさの比較(菌体の偏)

燥 E草

実験例 直接倍率
ìR~定菌数

平均の幅 W 乾燥前原形d菌の
推定直径長 測定iAi数|平均の直径 dノ

(mm) (mm) 

No.l 6，000X 25 5.4土0.5 '3.4 46 2.2土0.3

No.2 7，500x 23 6.4士0.4 4.1 27 4.2士0.3

No.3 9，500X 5 6.5士1.4 4.1 11 3.5士0.2

者空気乾燥閣に 2/πを掛けたもの
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すれば，その扇平になった閣休のi隔を W としたとき，
生細胞

原細胞の径dは Wx2jπlこ等しいか，むしろそれより /ー¥

大きい筈である(空気乾燥で扇平ーになったとしても k-----d-----~ 

多少の厚みはある筈だから)。ところが実際lこ凍結乾燥¥----./

闘について測定した値d'は， それよりもかえって小

さいくらいであるから，原形と考えられる的体よりも

凍結乾燥的体はかなり収縮しているのではないかと似

保される(第 1表参!問。

第3図

ノ巨気中之'W: 東品.~I位保

-G  
2 

¥¥パ~カ「 d' 

空気乾燥麗から推定した

原形菌と凍結乾燥菌との

大きさの比較(模式図)

乾燥過程での試料温茂は変形を防ぐという立l床ではなるべく低いことが望ましいのであろ

うが，乾燥の効率を考えればむやみに{底抗にするわけにもいかない。 Williamsは -450Cで，

lO~15 分乾燥すればよいといっているが，いま液体望京の温度で乾燥を開始してすぐ，外から

の冷却をやめて乾燥ね器をそのまま索花iUこ露出しでも，乾燥後の所見としては差がない。

また一方，段初の冷却時の条件として，前述のような急速凍結を行なわす、 lO~20Cjmin の

冷却速度で -196
0

Cまでの緩漫凍結を行なったものでは，第9図のような械端な収縮倣をみと

め光。 なお稗々の冷却条件及び乾燥条件のもとで行なった凍結乾燥的体の所見については別

報4)(こ譲る。 要するに ζれらの結果からみても，急速凍結は明らかに細胞の原形保持lこ有効で

あることがわかる。

IV. 考察

ブミ験結果からもいえるように，木法で行なった範問の凍結乾燥法では，荊休の大きさから

みてもまた微細構造からみても，生の細胞の原形が完全にそのまま保持されているとは忠われ

ず，的体全体としての多少の収縮が想像される。

いま凍結乾燥過程での変形の起りうる原因を考えてみるのに，凍結或いは乾燥過現での細

胞の内外 lこ於ける氷品の生成，乾燥過程での細胞内不凍水分の Jl)~水に伴う変化，及び電子顕微

鏡観察fI寺の電子線j照射による変形の 3因子があげられよう。

まずこの碕細胞納織の形態的観察にあたって;最もきづかわれるものは，氷品の形成による

細胞柿造の破J裂である。この氷IE11形成による影響をできるだけおさえるためには，冷却速度を

大きくして個々の氷iIdiをなるべく小さくすることが必要である。JIlュ想的にいえば vitrification

を起させればよいのであろうが， それが可能としてもその後の乾燥過程で -600C或いはそれ

以上に試料温度を!二げた場合， 来して recrystallizationを起さないですむであろうか。 Luyet

等め，6)も9!1，の筋肉や血液を用いての実験で也急速凍結を行なっても電子顕微鏡的に始めて矧

祭される観j支の O_l~ l.Oμ の細胞内氷品形成をみとめている。 孜々の押つての実験3)でも，同

様の装同で作った TMV 粒子の標本で，名噴霧液滴 rll に O_5~2μ くらいの氷!?!の跡と思われる

{設を得ているので， 乾燥終了まで vitrifyした状態を期待することは!mfl¥であλうの いずれに

しても細胞内外の氷品の生成が'1]1:要な問題であると思われる ρ
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次lこ乾燥過程の末期に起ると怨、像されるところの細胞内未凍結水分の脱水に伴う変形につ

いて考えてみる。 E.coliは全水分量の 9%は -600Cになっても凍結しないで残っている乙と

が確かめられた九 ところが一方凍結乾燥では， 最終段階で真空度 2x10-3 mmHgで300Cま

で力11胤した時は， 不凍水分9%のうちの 77%即ち全水分量の約7%が凍らないまま乾燥過程

で IF~水されることになるめ。 凍結状態にあって氷/品だけが昇華している開は細胞の変形はない

かもしれないが， 細胞構造からその構造自身を構成している一部の水分(必ずしも液状とはい

えないかもしれぬが)が移動して出る場合には多少の変形が考えられるのではなかろうか。 特

lこ本法で用いたのは蒸潟水浮遊液であるから，細胞周回は蒸紹水の氷だけに包まれているので

あって，この氷は細胞内からの脱水が始まる以前にすべて昇華してしまうものと思われるの

で9)叫，細抱内不凍水分が!]Cbkされる時には，氷l乙開まれて固定された状態にあるわけではない。

まして乾燥終末に次第に試料温度が上昇して室温に近づく過程では，脱水による変形を考慮し

なければならないであろう。但し乙の程度の水分量の脱失によってf弱体容積にどのくらいの収

縮をきたすべきものかについては定量的なうらづけはない。

j長後lこ，このようにして作られた標本を電子顕微鏡で観察する場合lこ電子線照射によって

おζ るartifactを考えてみる。生物試料の電子顕微鏡矧察lこ当つては，電子総JlfHHによる影響

を考慮して照射電流はできるだけ小さくする必要がある。本実験でももちろん ζ の)，~i，Iこは充分

の注立は払われているが，ただ他の実験叩0)Iこ於いて，対Jl日の空気乾燥l誌では全然影響のないく

らいの弱い!照射電流でも(このl時の試料而での電子流密度は 5.6X 10-4 AJcm')，凍結乾燥i弱体は

かなりの影響をうけることが鮮母並びに大腸菌でみとめられている。その変化の特徴は!照射に

よってまずl!si休の膨大がおこりその後でかえって収縮することである。事実本実験でも細胞内

lこ多少 porousな構造のみられるものでは，暫くJl夜討を続けて観察していると，内部構造が次

第l乙明瞭になってくるものが多いことからも，電子線による変化が考えられるので，充分注立

する必要がある。

以上要するに， Williamsの方法に倣い細的を試料として作った標本では，細胞の生の状態

の完全な保持は期待できなかった。本法でさえこの程度の変形があるとすれば，辺市'行なわれ

る組織回定法としての凍結乾燥では，試料の冷却]速度がかなり小さいから，氷同生成によると

ころのより大きな変形が忠保される υ

V.摘要

E. coliの蒸溜水浮遊液を試料とし Wi1liamsのjjl去に倣ってl噴惑による臼急速凍結後

-600Cで乾燥した標本lこ於いても，細胞は多少の変形を示し原形を完全に保持しているとは忠

われないので，組織固定法としての凍結乾燥法の実施については充分の検討を要するものと忠

つ。
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Resume 

Williams' freeze-drying method was duplicated， with som巴 modification，to ascertain 

whether the original size， shape and fine structure of 1iving cells can be entirely retained 

after drying. According to observations on Escherichia coli with electron microscope， it 

S巴emsthat the cells were s1ightly shrunk巴n and wrinkled due to freeze-drying. Some 

discussion is also 0妊eredon a few factors inf!uencing the cell morphology during freez巴-

drying. 
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写真説明

図版 I

4 対照のさま気乾燥菌。 Ii夜滴中の弱体はすべて密集している。 5，000X

5 向上。遊離した蔵体， shadowの様子からわかるように蔚体は馬平で菌体内部

は無構造で常子透過性である。 ただ 2，3カ所電子不透過性の部分のあるのは

乾燥による人工所産と忠われる。 I5，000 X 

6 急L迷凍結乾燥菌。液滴内の菌体の分散性はかなり良い，しかし相互に連接して

いるものが多い。同倍率の第4図の空気乾燥菌と比較すれば明らかに小さいこ

とがわかる。 5，000X 

7 同上。 shadowからうかがえるように，一部l民国から離れて宙に浮いた状態、の

ものもある。この倍率くらいまでのものでは徽は殆どわからない。 7，500X

8 同上。明らかに立体像を呈している。 ζ のものでも印闘の加減をして微細構造

を観察すると鍛のあることがわかる。 15，00QX

9 緩慢凍結乾燥菌。細胞には大きな鍛があり変形が甚だしい。急速凍結乾燥に比

図版 II

してはるかに透過性のよい乙とからも菌体は収縮し扇平になっていることがう

かがわれる。 15，000X

10，11 急速凍結乾燥菌。菌体の輪郭は円滑でなくかなり細かな凹凸や般のあることが

わかる。それは単に表面だけでなく内部にも及んでいるように思われる。

22，500X 
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