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微 生物の凍結の機構 11"

電子顕微鏡による大!目的の形態的制祭について

桜井外喜男

({l1i1fit科学研究所医学部門)

(昭和 37年6月受理)

I.緒言

動物*Ill胞でも純物細胞でもフ同一種類の細胞でありながら冷却の条件によって凍結のし)jー

のかなり違うことが多い。細胞外液が凍ると細胞内郊にも氷品のできる場合や，外j皮が凍って

も制胞内部lこ氷ildlのできないj品合など?いろいろである。細胞内凍結をお ζ した細胞は， ?/Íî~皮

をとげて融解すると糸んど例外なく死滅するのにjえし，細胞外凍結だけのものは，その払Al史や

11寺聞にもよるが生存する場合が多い。このように細胞内の氷品形成が細抱の生物学的活性lζ大

きな影響をよ7・えるものである ζ とは既に周知の事実となっている。

しかし対象が微生物のような微細な細胞になると，形態的な観察が凶難になるために，ま

だ不明の乙とが多い。

微生物のうちでは，昨13]:が比較的形が大きく， しかも内部梢i21などが割合いよくわかって

いるので‘この程:の実験材料として好都合である。これまでに行なわれた実験結果，例えば凍

結状態での観察1)又は凍結置換法2)による事実として， 酵母:も他の多くの勤版物細胞とほぼ同

じように，緩没凍結では細抱外凍結をおこす結果，凍結状態ではかなり収縮した細胞がみられ

るのに反して，急速凍結では~Bl胞内凍結をおこすので大きさは jF.'自のものと糸んど変わらない

ζとがみとめられている。しかしその他のもっと小さな微生物では来してどんな凍結状態を示

すものか，特に細胞内に氷品ができるものかどうかについては，これまでに何らの史託がない。

大腸Ij¥jEscherichia coliは従来実験に極めて使立な細I'Biとして低尚生物学の領域lこ於いて

も!よく利用されており，特にその生物学的な性質についてのいろいろな倹討が行なわれてき

た。また一方形態的な観察となると剥体が甚だ微小であって光学顕微鏡の限界を越えている

ため，どうしても電子顕微鏡によらなければ，微細な内部梢造までみることは不可能であった O

ところが周知のように，電子顕微鏡の標本とするためには必ず試料を乾燥しなければならず，

凍結状態のまま電子顕微鏡でみることなどは到底不可能のことと考えられていた。

この点については幸い電子顕微鏡装置の改善や工犬によって冷却装霞が付属されるように
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なり，最近漸く凍結状態の細胞を直接電子顕微鏡下で観察する ζとが可能となってきた町がう

まだ乙の方法では，最初の凍結条件を思うままに変えることができるような状態になっていな

。、
。B'uv 

その点を満足し且つ凍結状態で試料が固定される方法としては，凍結i置換法と凍結乾燥法

があげられる。いずれも標本作製過程の脱水や包思では，形態的な変化はないものとみなされ

て実施されている。

本実験では，後者の凍結乾燥法を用いて大腸菌の凍結状態の形態を知ろうとしたものであ

り，同時に乾燥時の条件をいろいろ変えることによって的体の形状にどのような影響があるか

ということ，つまり凍結乾燥法そのものの形態的立場からの検討をもあわせてねらったもので

ある。

11. 実験方法

1 実験材料

当研究室保存の大腸nEIE. coliの普通寒天培地3JOC，18 r時間llfiifのものを集めて蒸出水で

3回述沈洗i篠し，凡そ 50mg/mlくらいの濃度の蒸溜水浮遊液として実験lこ用いた。

2. 実験装置

凍結と乾燥のための装置は当研究所の工場で同製した。主要な部分は Williams叫に倣った

が，いくつかの点で異なっており別報5)，6)で国示した通りである。 試料支持台は真虫食ブロック

でその上!日の円i宗形突起にメッシュを，[点せキャップをかぶせて密着するようにしである。試中:j

白身からの熱伝導がよくなるように，スリット・メッシュを用い，コロジゥム慌の上lこアJレミを

必着した。このように準備された1ミ鏑ブロックをガラス製の乾燥容器に納め，li空グリ{スで

)底 lこ栴着させておく。これに噴霧器の導管を入れ，祭器全体を所定の ilû~度になるよう外から際

法)悦に入れたえさ剤にj愛して冷す。充分lこ冷えたところで予めネブライザーにとって 50Cくらい

に冷した試料を噴霧すると，霧粒は導管を通ってコログウム脱出ーにふりかけられ， ilili度が低い

n寺はすぐに凍結する。!l日面の樹皮上昇が気づ、かわれるので充分l時聞をおきながら数回噴湯をく

りかえし，終ると導管を引抜いて蒸着装置のついた蓋lこつけかえ，吏lζ任意の温度になるよう

隊法瓶中の J)~剤を加減した上で，凍結乾燥機に陵杭し減圧乾燥を開始する。この噴霧後程々の

条件で冷却或いは加泌するj訪合，メッシュ上lこ微細滴となって附着している試料ド1斗が所定の

ぬ)立に述するのにはかなりの時間を要すると思われるので， それぞれの沿皮に 30 分)~五 1 時

間おいた。また乾燥に要する|時聞は試料の保持混度によってまちまちで， ~([総ブロックの表 rIrî

についた霜が肉限的lこ見えなくなる時間から大体の見当はつく。 -200C)~奈 -300C で数分，

-500Cで1時間くらいであるが， -50oCまでのものは約3時間， -60oCのものは約5r時間お

いてから， 1~剤をとり外して室楓まで上昇するのをまった。

凍結乾燥機には排気量2001/min，到達真空度凡そ 2xlO-3mmHgの油廻転ポンプを用い

コーjレド・トラップには液体窒素を用いた。このようにして乾燥を完了した後，あらためて拡

散ポンプを作働して両氏空lこし， 五三着用ヒ{夕日を加熱して chromium-shadowingを行なっ
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た。なお一部の試料については，乾燥終了後一Hとり I-/-'，して他の蒸着設置に移し shadowing

を行なったものもある。電子顕微鏡は日本電子製JEM-5L取で，加速電圧80又は 100KV，j立

媛倍率 1，000乃至 15，000倍くらいの広い総間内で写真撮影を行なった。

III. 実験結果

1. 無処置対照

1) 空気乾燥試料

室温においたメッシュlこ試料を噴霧し，そのまま空気中で自然乾燥した。乙のようにして

作った標本をみると，各微細滴巾の細胞はP誌に集合して 1つの凝塊を作っている(第 1図)。こ

れでは個々の細)J包の観察には不適当なので，通常のサンプリングに倣い試料を大きく 1滴とり

判くおいてから適宜I段取紙でl段取ると，細胞のよく分散した好標本が得られる。そのものにつ

いてみると第 2図に示すように，桁円形で両端円く， しかも昂平で内部梢造の殆んどみられな

い透明な細胞である ζとがわかる。ただ両端泌いは中心部!こ denseな部分がみえるが，これは

細胞内の特別な椛造ではなく乾燥時の所産であろうと忠われる。 I(ifa毛は主沈沈i(1主をくりかえ

したため殆んど脱済していてみられない。

2) J~空乾燥試料

噴霧後直ちに真空装置内lこ入れて急速に減圧乾燥したものは， 1q気rllでのi可然i:fZ燥のもの

と防総凝集塊を作った。しかしこの装置で行なう組問ではいかに急速に真空にして乾燥しでも

各微細泌が口働凍結をおこすということはない。凍結する場介は，後述のように全く異なった

分散状態を示すものであるから，凍っていないと断言できる o 噴霧しない試料を11?:~ illL: 1~1~ した

標本で個々の細胞を観察すると，同三jZ楕円形であることは空気t吃燥のものと同様であるが，内

部lこ電子密度の大きな部分がはっきりとみとめられる。恐らく細胞内部からの急速なI])o]<.iこよ

って細胞構成成分が一部lこ偏ったためであろうと似保される(第3関)。

2. 凍結試料

1) _lQoCで凍結ラ_lQOCで乾燥した鳩合

I百j己実験方法のJi'[で述べたように， 充分H寺問をおいて -100Cまで冷却したコログウム!院

のJ:Iこ試料を日民政し、 克iこ30分その制度lこ保った後i可じ制度で減圧乾燥を行なったり ζのよ

うにして作った標本では，大部分の微調1j滴は凍結しないままで乾燥したことがわかる。これは

前項でも一寸ふれたように，凍結せずに乾燥したものは滴中の全閣休が 1つに塊まり， しかも

個々の細胞は昂平透明であるのに反し，凍結した後で乾燥したものは，細胞は個々に分散し且

つ極めて denseである。この両者の差は実に歴然として間違えることはない。

このようにして凍結乾燥した細胞を仔細に観察するに，周縁はやや収縮した感じで搬の.よ

うなものがみえるが，多くのものでは内在日が denseで殆んど不透明である(第6図)。稀に多少

内部梢造らしいものの見えることがあるが，これは本来の細胞構造なのか， DX;いは細胞内に氷

lJIができたための柿造の変化なのか，又は細胞外凍結で多少細胞下P'fが収納したための変化な
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のかl珂らかでない。 しかし氷川の抜け殺と椛訟できるほどの形態を呈してはいない(第5附)。

極めて稀lこ1つの微細怖のrllに末凍結のまま1;乞いたものと凍結して乾いたものの混在して

みえる ζとがある。一部乾いた後で過冷却が俄れて残りは凍結して乾いたものであろうか。

2) -150C凍結， -150C l;[6会主の場合

!日JJí'(の _IQOC のものと同級に -150C まで冷却した結思ヲ総?i~j数のうちの凍結液ぷIの由rj f'ì

はかなり多くなるが，まだ未反u古のまま乾いたと忠われるものがまじっている。個々の制II!J包の
れ状は _IQOCのものとほぼ問機である。

3) _IQo~ ー 150C で凍結し，… 1960C まで綬没冷却した後，

一50ぴ。Cで

子め一 l叩OOC 又は一l日50C に J冷令」去瓦却え4羽fJ してあるコロ iジy ウム l脱l~院り児!に H随噴凶践-霧した f後愛， s立法瓶rllのドライア

イス・アノレコ-)レの泊皮を lO~20C/min くらいの速度で下げて行き，一700C iこi1した後液体安

おにおさかえて約30分おき，克に -500Cまで徐々に tげでこの担度で乾燥を行なう。この条

件での結果は，かなり特異的で，液おm内の個々の細胞はよく分散している上p 手千個体は極端な

収縮{設を示している。明瞭な透明部分， j披，そして細長く山りくねった問、i体等の所見は，他の

条何では殆んどみられないか，成いはあってもそれらに比較してはるかに収縮の程度のひどい

も.のであった(第 7~10 関)。稀に ghost 様の破壊保もみられた。

4) -30oC又は -400Cで凍結し，そのJ品皮或いは -1960C
まで冷却した後 -50

0Cで乾燥した場合

これらの条件の ;1屯問内では結果に大差はない。未凍結，半波~*(f及び凍結と思われ，る 3 f<TIの

液滴がみとめられた。そのうち未凍結乾燥のものは板めて少なく，その所見は対照の!:~気IiE燃

のものとほぼ i司様である。~'"凍結と称するのは，液滴全体の細!J包は凝集しているに拘わらず\

伺々の刺11胞は凍結乾燥細胞の特徴にやや近く denseでしかも立体的な配置をしているもので

ある(第 11限!)。液滴中大多数を占めるものは凍結したものであるが，仙の条件のもの例えば綬

没凍結のものではj極端な収縮f*，後述の忠、速凍結のものではほぼ原形を保っているのに反し，
この条件のものでは比較的種々雑多な形態を示すことが多いo即ちほぼ間形を保って denseな

もの(第 12図)， かなり内部椛造が乱れて多少細胞内凍結を思わせるような形態のもの， 成い

は収縮， j液状を呈するもの(第 13，14図)，有休の一部の欠担や紋J創設を示すもの，極端なもの

では殆んど ghost，こ近い状態のもの等さまざまである。 しかしここでも確実に*ifll山内氷品の

抜けがらと思われるほどのものは見当らなかった。

5) -1960Cで急速凍結し， -50o~-60oC で乾燥した場合

ζの条件では凍結せずにl;Iz:いたと思われるものはみられない。しかし液摘によって個々の

細胞の形態に多少の差違はある。恐らく巡冷却lの紋れて凍結のおきる刊の温度が違うからかも

しれないが 1つの液摘の11]では各細胞はほぼ!日jじ形態を示している。大部分の淡泊ではその

rllの細胞の分布状態は，綬没凍結のj君介ほどのきれいな分散を示さず，やや凝集の削fIfJがあ

る。個々の細胞は一見円滑な外縁 denseな内郎抽出 shado¥Vの状況からわかる立体配位を
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示し，生のときの原形をそのまま維持しているかのように思われるが，空気乾燥の細胞の幅か

ら換算推定された生の細胞の大きさと比較すると， やや収縮していることがわかる的。 実際に

倍率をあげて，細胞の表面乃至内部構造を仔細lζ観察してみると，光学顕微鏡の所見や，対jKi

の空気乾燥像から偲f設されるような円滑さはなく，全保i体の表面又はjJ)(;る程度内部にまで豆る

比較的細かな織がほぼ一織にみえる(第 15図)。 おそらく凍結或いは乾燥の過程でできた人工

的所産ではなかろうかと忽像される。治体は様めて denseなものが多いから内部構造は判然と

しないが，それにしても氷!日の抜けがらと盟、われるような porousな構造のものは見当らない。

板めて掃に目につくものでも，第 16図程度で，比較的不規則な内部構造である。

6) -1960Cで急速凍結し， -100， -150， -200， -300Cのい

ずれかの温度まで加楓し，再び -1960Cまで冷却した後

-500Cで乾燥した場合

本実験のように極めて少量の試料 (1噴霧による微細滴)を -1960Cまで超急速冷却した場

合，完全な氷品ができなかったり或いは vitrify(ガラスイりする ζとも恕像される。しかしその

ような場合でも， かなりゆっくりした速度で相当高い祖度まで加温されると recrystallization 

のおきる可能性があるので， むしろ積極的に氷品を作らせることをねらって -10
0Cから

-30
0Cの範間内の極々の泌度まで上昇させ(試料白身の加温速度は測定できないが，数分乃玉三

数十分を要しているものと思われる)，その温度lζ約1時間おいた後，吏lこ充分に氷品を発達さ

せる為今度は徐々に冷却して最後には液体窒索中に 1時間浸しておき， 型の如く -500Cで乾

燥を行なった。このようにして作った標本に於いても，細胞の所見はJJ¥Ji楓しないで急速凍結し

たまま乾燥したものと殆んど差はない。即ち立体像の denseな細胞で，しかも比較的微細な収

縮，織をもったものが大部分を占めフ締に緩漫凍結の際の特徴であるところのかなり高度の収

縮像がみられる程度でうやはり細胞内氷品によると忠われるような細胞内部構造の紋壊散など

はみとめられなかった(第 17悶)。

7) -1960C急速凍結後， _50， _100， -150， -200， -300C 

lこ加温し，それぞれの温度で乾燥したもの

この場合は乾燥調度がそれぞれ異なるので，乾燥に要する時間lこはかなりの差がある筈で

あるが，正確にそれを測定することはできないので，一律に 2時間乾燥を行なうことにした。

その結果は，やはりいずれも凍結乾燥の特徴である立体像を示していた。的体周聞をとりまく

ものは蒸溜水であるから， -50Cまで、福度が上っても凍結したまま融けない筈であり， その状

態で乾燥されれば立体像を示していてもいいわけである。しかし一方的体の内部状態を考えて

みるのに，もし細胞内凍結がおきていたとしても，このくらい温度が上がれば融解する可能性

はありうる。 大腸菌のI担体成分の巴utecticpointを何度くらいと考えてよいかはわからないが

-100C乃主 -50Cではかなり融解部分があってもよいのかもしれぬ。従ってもしコログゥム膜

南に接したI!RI体であれば， ~lõ凍結試料の空気乾燥の場合と同じように扇平透明(設ができてもよ

いように思われるが，少なくも本克!験条何ニでは，そのような散を呈するものはみとめられなか
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った(第 18図)。

ただ最初の試料作:即時lこ，蒸潟水浮遊iまi液の外lこ生理食品Ili水をも同』一試料lこ.'liねてi漬議し

ておくと，たまたまl岩波と食Jお水の液滴が豆なって凍結したものでは， -100Cまでの加漏でも

液滴全体として融解する為， _lOoCでそのまま乾燥すると，食塩の結晶の外lこ空気乾燥の場合

と問機の周平透明な保i休集合[設がみられた(第四図)。問一試料中でも的液だけの液滴の乾い

た部分では，上記のような立体像がみられるわけで，温度と液滴成分並びに乾燥状態の関係が

よくうかがわれた。

IV.考察

結言l乙於いて述べたように，本実験は細l法i浮遊液を種々の条件で冷却した時に凶体自身は

どのような形態的変化を示すか，特に細胞内{ζ氷品は形成されうるものかどうかの検討を主な

目的として行なわれたもので，その検索の手投として凍結乾燥法が採用されたのである。

1. 試料作製法としての凍結乾燥法

上記の目的lこ凍結乾燥法が用いられる為には，まず本法自身が凍結状態そのままを表現す

る理似的な方法であるか否かの吟味から行なわれなければならない。従来種々の生物学的試料

の電子顕微鏡的観察に当っては，固定或いは乾燥操作による試料の変形が論ぜられ，できるだ

け生に近い状態を再現するものとして凍結乾燥法が立用されてきた。この方法で得られた像は

たしかに通常行なわれている方法によって得られたものとは形態的lこ大きな差のあることは

みとめられるが，これが果して生の細胞乃至は組織そのままであるかどうかの証明はない。 ζ

の点に関しては本実験と平行して行なった凍結乾燥法の司令味実験lこ於いても述べたようにへ

まだ最終的な結論を下すまでにはいたらない。噴霧j去による最小容量の試料を液体窓京を用い

ての最大限の急速冷却を行なうことによって，凍結による変化をできるだけおさえ，しかも

-600C iζ保持する乙とで乾燥過程での人工的変化をなるべく少なくするようにしても， なお

かっ多少の収縮像と，思われる変化がみとめられることから，凍結か乾燥の過程で影響をうける

ことが怨像される。乙の変化が凍結処理によってできたものか，乾燥過程で生じたものかは，

本実験の吟味に於いても確認するまでには至らなかった。

2. 空気乾燥と凍結乾燥の比絞

両者の比較で明らかにみとめられることは，噴霧液泊内のl:Gi体の分布状態と個々のI;f:i休心

形態的差違である。前者については，空気乾燥のものでは液滴内の|込|休がすべて凝集して 1つ

の築塊を作っているのに反し，凍結乾燥のものでは液摘の跡と思われる裕凶全体に立ってよく

分散していることである。これは要するに，空気乾燥では乾燥に際して表面張力が作用し的体

が液滴の中心lこ集まるけれども，凍結乾燥では的体をか ζむ間りの水は凍結したままで昇華す

るので，その中lこ閉じこめられたI弱体は浮遊液として分散したままの状態を保って乾燥するも

のと推定される。但し蒸溜水浮遊淡であるから， I治体問のつながりとなる媒質はないわけで，

的体が脱而lこ拡-しているもの或いは的休相互が直抜抜し合っているもの以外は乾燥巡程で!民国
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から離れてJ/L~~~ ポンプの方 rílj(こ飛んで行くものと足、われる。

次lζ倍率を上げて個々のIJH休を観察すると，空気乾燥のものでは扇平で透過性であるのに

凍結乾燥のものは立体的で不透過性であることは，その shadowの様子からよくうかがわれ，

特に凍結乾燥では，試料が凍結状態を保ったままで乾燥されていることが実証されたわけであ

る。J2)，上のように活気乾燥と凍結乾燥とでは一見してはっきりと区別され混同するおそれはな

し、。

3. 凍結温度及び冷却速度とi苅体の凍結状態との比較

まず噴霧された液消全体として眺めてみる。_lQOC又は -150C([冷却されたメッシュに

噴霧されたものでは説Q~ したと忠われる液滴の数は比較的少ない。乙の温度では過冷却のまま

で乾くのか或いはその漏度に達するまでに乾いてしまうのかはわからないが，とにかく凍結せ

ずに乾くものがかなり多い。

また…1960Cまで冷却されたものでも，綬漫凍結のものと急速凍結のものでは官、iの分散状

態にやや業がある?稿者では液滴の輪郭がはっきりわかるように 1個 1個のほ1休が特徴ある配

列をとっているが，後者では多少密集した状態でしかも不規則な配列をしている。緩漫凍結の

過粍を考えてみるのに，細胞聞の水の凍結はIl莫而に接した周辺部から漸次中心部lこ向って進行

するものと;If¥像されるので， 11英首IIこ直接ふれている臨休以外は中心部に抑しやられ， しかもそ

れは乾燥過程で飛散する可能性がある。従って比較的早期に凍結した部分の荷休だけが成って

いるのかもしれない。一方急速凍結のものでは液滴全体が殆んど同時に凍結するので，中のf'BI

の分散状態は最初のi手遊液rl-Iの分散状態そのままを示すもので，そのうちの脱而とのつながり

のあるものだけが残ったということが考えられる。

次lζ個々の附休の形態を挑めてみる。緩漫凍結では明らかに菌体の収縮がみとめられるが

急速凍結では微細な鍛はあっても緩漫凍結ほどの極端な収縮はみられない。一方酵母について

ζれまでに行なわれた実験結果りから， 綬漫凍結では細胞外凍結をおこすために的体は収縮し

色、速凍結では細胞内凍結をおこすので収縮せずほぼ原形を保っているのであろうとの結論を何

ている O 更に凍結融解後の保!の生残ヰえからみても， 酵母ぺ 大腸存j8)ともに綬漫凍結の方が急

速凍結より生残率が尚いという E}'Ç 51~があるので，大腸 l指でも酵 iヨ:と同じような凍結の機構が先立

定される。

ただ本実験では -300C乃至 -400C[i付近で凍結させたj会合iこ比較的多く調IlD包の内1制脅迫-の

変化成いは細胞の破壊{設などがみとめられたが，もしこれが氷171形成による変化だとすれば，

ζのあたりの条件が最も!f.i!11J包内凍結をおこしやすいということになるのであJろうか。

それでは液体窒素で急速に冷却したものがかえって変化が少ないということについては，

eどのような説明を下したらよいのであろうか。今かりにこの極めて急速な冷却では vitrifica-

tion 成いは不完全氷IT!のみがおきたとしても_lQOC乃至 -50Cまでかなり長い時間をかけ

て加温した場合は当然 recrystallizationがおきるものと思われるの Luyet等D)(こよれば、 gelatin

溶液などでは， このくらい高い治度まで充分の時間をおいて上昇させた場合!こは recrystalliza-
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tlOn のおきる ζ とをみとめている。 *:J~験では，できるだけ氷品のできやすいようにとねらっ

て，一刀_IJI1?Ii，l.した試料を再び -790C或いは -1960Cまで冷却したのであるから， もし氷1171が

生成されているならば充分成長しでもよい筈である。しかし実際には氷品らしい形跡が殆んど

みとめられないということは，細菌のような微小な細胞では本当に氷品はできないものなのか

或いはできたとしても ζの郡一の細胞の微細梢迭の上で形態的にはっきりした変化を示さないの

であるか， わからない。 とにかく吾々が行なった別の実験1めで E.coli・は的体総!R最のうち

細胞水分量は 66%を占め， その水分量の 91%までが -150Cまでの冷却で凍結しうることが

測定されている。これほど凍りやすい水が多量に細胞内に合まれていて， しかも急速凍結で殆

んど細胞外に脱水される 11自のない場合には，細胞内での氷品形成は当然考えられでもよい筈で

ある。

他方液滴としての冷却速度を考えてみるのに， Wi1liamsめによれば液滴界最 10-10mlとし

て凡そ 1060C/secであるという。 彼の場合は高速噴霧法によるものであり， もし Vaponefrin

nebuliz巴rによるものがそれより大分遅いとしても，なお且つ非常に大きな冷trJ速度が;tIlf~ され

るので，或いは vitirificationの可能性も一応は考慮、された。しかし実際の試料について観察さ

れたと ζろでは， 例えば問じ方法で噴霧凍結乾燥の行なわれた Tobaccomosaic virusの実験

結束5)によれば、液滴内の氷!日形成の状態がJl英而lζ列された燐醍砲の結品の網状の配列状態か

らよく窺われ， しかも氷品の形跡と思われるこの networkが液前jの周辺では小さく中心lこ近

くなるほど大きいということからも，液i滴内でのiJnl1支勾配と凍結の進行状況が似保されるので

ある。 これらの事実からすれば.やはり vitrifyされたままで乾燥されるという可能性は考え

にくくなる O

;欠に緩i受凍結に於ける細胞からのmと水について考えてみる。 R~(こ述べたように'宅気乾燥や

真空乾燥のものとは全く異なるから，凍結乾燥された細胞の形態は明らかに独特のものである

ζ とはわかる。しかも -lOOCや -150Cでの凍結乾燥のものより，もっと低い組度まで冷却し

てから乾燥したものでは細胞の収縮度が強いこと， -1960Cまで急速凍結した後は -100Cま

でι，'iiU主を上げてその制度で乾燥しでも収縮像がみられないことなどから，緩漫凍結条約二のもの
でみられる収縮倣は，凍結の過程で細胞からの IJ)~水 l司、ドっておきる収縮の結果であって，乾燥

過ねでおきるものは殆んど考えなくてよいであろう。なおこの凍結過程で行なわれる細胞から

の IJ)~水の機梢については，朝比奈の述べている 1りように品冷却したおHIJ包内液と外部の氷との

問の水の分子運動の差で説明できるものと思う o

なお Meryman'21は E.coliの寒天培養 2時間のものを的地とともに切り LI"，し，液体窒素に

直掠或いは十'{，iJ'に乾燥してから投入して凍結させ，そのまま低杭でレプリカを作り電子顕微鏡

で観察した結果，細胞の表而lこ一市iζ織のあることをみとめている。試料や凍結の条件は異な

るけれども， ζのような所見は著者のみとめたものと向様のものであるかもしれない。

4. 大腸I主iと静ほとの比較

凍結融解或いは凍結乾燥処理後の附の生時本を比較すると、大腸l:!f、Iは貯:月よりはるかに百
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い。酵母・の実験で細胞内凍結をお乙すものほど生残率が低いりことからみても，大腸菌では細

胞内凍結と思われる所見が少ない ζ と，同じ凍結条件でも酵母では細胞内凍結を多くお ζすの

に大腸laiでは細胞外凍結をおこすものが多いことなどが，大腸的の方が生残率が高いというこ

との恕自にあげられるかもしれない。

5. 液i高による形態的な走

前記のように実験結果の各項目で述べた所見は，与えられた条例司ドではその変化のものだ

りが観察されたというのではなくて，蒋:々の変化のものが混在する中で，その種のものが比較・

的多くみられたという乙とである。 allor noneの結果にならないことは微生物の克験では多く

みられることであって，要するに細胞の個体差にもとづくものと忠われる。 乾燥後の細胞の変

化の程度成いは種類によって，細胞内凍結をおこしたものとか細胞外凍結をお乙したものとい

うように，はっきり区分する ζ とは必ずしも容易ではない。従って lつの試料の中でそれぞれ

の凍結のし方をした細胞の数の比率を定量的にしらべることは，重要な問題ではあるが，技術

的な困難があってまだ解決されていない。

また各液滴によっても所見のかなり異なる場合が多い。例えば lつの試料r1:1であるから与

えられた外部条件は全く同一の筈であるのに，ある液滴では比較的収縮細胞が多く，他の液滴

では原形維持細抱が多いということがある。これは恐らく液滴によって過冷却が破れて凍結の

開始する温度が違うために，凍結の状態に差をきたしたものであろうと思われる。_lQOC或い

は -150'::;までの冷却で， 凍結しないままで乾いたものと凍結後乾いたものとが 1試料のrl"1で

混在することからも，このことがうかがわれる。

6. ネIIlI半l細胞内の氷IMの有無を確認する方法について

日正に他の報告6)，こ於いても論じたように， Williams ，こ倣いしかもほぼ主11必的に近いと忠わ

れる方法によっても，果して凍結状態を完全に{来持したまま乾燥されているかどうかについて

はかなりの疑問がある。 E.coliは -600Cでもその全的体水分の 9%は凍結しないままで残っ

ており，引続いて行なわれる乾燥でその約 80%(全水分量の約7%)は脱水されるめので，乾燥

の際の多少の収縮変形があるかもしれないし，また凍結乾燥細!J包は電子線照射により人工的変

化をうけやすいめから，観察時の変形も考慮しなければならない。ただ電子線照射は多くの場

合内郎梢造の変化をより顕著にするように働くので，細胞内凍結による微細な構造変化も照射

によってかえって明般になる可能性はある。本実験でみとめられた内郎構造は， i山初やや不鮮

明であったものがかなり長時間の照射観察によってある程度はっきりしてきたものが多い。い

ずれにせよ，凍結乾燥法が凍結状態を忠夫!こ去j見するものか否かについて更に充分の倹討を質

するものと思う。

その他の検索法としては，凍結乾燥試料又は凍結置換国定試料の超薄切片1伎の観察が必要

であるが，いずれも標本作~!I寺の artifact の介入に充分の注;むが払われねばならない。 今後更

にこれらの方而の検討を杭ける予定でいる。

以上はいずれも凍結時の状態を乾燥後の試料の形態から抗定しようとするものであるが，
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細胞内の凍結の有無を確実に証明する為には，氷品そのものの存在を直妓に立証する ζ とが先

決問題である。と乙ろで，大きな細胞の中の比較的大きな氷であれば偏光顕微鏡によって確認

することもできるが，微生物のように小さな細胞では光学顕微鏡の限界を越えているので今の

ところ電子線回折の力を借りるしかない。前報3)Iζ於いても述べたように，冷却装置を具えた

電子顕微鏡を利用することによってこの点の検討をも行なってみたが，まだ成功するまでには

五らない。今のところまだ幾つかの技術的な難点が解決されていないからである。細胞j司聞の

氷品が完全に昇華し， しかも細胞内の氷からの昇華が始まらない時に，温度を同定してそれ以

上昇華が進行しないように停止させた上で，細胞 1 個についての屈折:1~をとり，それが氷の結

品の patternを示すことを証明すればよいのであるが， 昇f存の調節，楓度の調節，細胞に重な

った氷のないことの確認，細胞 l個の田J斤像を短時聞に速かにとること等，多くの未解決の問

題が残されている。今後の工夫にまちたい。

V.摘要

E. coliの蒸潟水浮遊液を試料として， I償援法によって凍結乾燥標本を作り，電子顕微鏡を

mいてその形態を級察した。凍結の条件，乾燥の条件をいろいろと加減して，特lζ細胞内凍結
の有力誌を検討した結果

l. 空気乾燥(点空乾燥)のものと凍結乾燥のものとでは細胞の形態が全く異なる。前者は

昂平透明であるのに後者は立体的不透明である。

2 凍結n告の冷却速度によっても形態は異なり，緩没凍結のものでは収縮{裂がみられ，急

速凍結のものほど原形に近い阪を呈する O

3. -30oC 乃至 -40
0

C付近の温度で凍結したものに比絞的細胞内梢造の変化が強くみと

められた。

4. 液体宣言おで急速凍結したものを -5
0

Cくらいまで温度を上げても，明らかな細胞内氷

品と思われるものは認められなかった。

5. 結局，酵母lこ於いてみられるような明瞭な細胞内氷品形成は大腸闘ではみとめ難く，

このことは，大腸i担が酵母lこ比較しで，凍結lこ対して抵抗が強く生残率が大きいという ζ との

1つの恨拠になるものと忠われる ο
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Resume 

The morphology of bacterial cells following freezing and freez巴-dryingwas investigated 

with the electron microscope. Escherichia coli was used as the巴xperimentalmaterial; it 

was frozen by the spray method of Williams. The following general conclusions can be 

drawn. 

1) The air-dried cell di旺erssubstantially from the frozen-dried. The former is flat 

and transpar巴ntwhile the latter is unflatten巴dand electron dense. 

2) The morphology of the frozen-dried cells depends on the rate of cooling. Follow-

ing slow freezing the cells are shrunken but they are unshrunken following rapid fre巴zing.

3) Cells frozen at -30oC or -40oC show a variety of alterations including a for-

mation of network-lik巴 internalstructure. 

4) The intracellular porous structure characteristic of ice crystal formation could not 

be found even in cells ultra-rapidly frozen and rewarmed to slightly below zero. 

5) On the basis of both morphological and functional changes of E. coli cells com-

pared to yeast cells， it is concluded that E. coli is more resistant to freezing than yeast. 
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図版説明

1-1: 対照。空気乾燥蘭。液j向中の菌は集塊を作るo 個々の細胞は扇平透明。 丸OOOX

2: 対照。 空気乾燥菌。属5fLi;割目。 15，000X

3: 対照。真空乾燥蘭。扇平透明。 2K比較して denseな部分の様子がやや異なる。

15，000X 

4: -lOoCで凍結せずに乾燥したと思われる蔚。扇平ではあるがやや dens巴。

15，000X 

5: -10oCで凍結乾燥した液滴全体。特有の分散配列をしている。個々の細胞はかな

り形態的変化著明。 7，500X

6: Aは液消全体。 Bはその一部を拡大。立体収縮像。 A: 2，500x， B: 15，000X 

II-7-10: -1960Cまで緩没lζ冷却したもの。極端な収縮像がみられる。 7・2，000X，8 A: 

2，500X， 8 B: 10，000X， 9-10: 15，000X 

lII-1l~14: -30o__40oCで凍結， -1960Cまで冷却， -50oCで乾燥したもの。 11-12は特殊

な乾燥状態のもの。 13-14は porO¥lsな内部構造を思わせるもの。 11:7，500x， 

12A: 2，500X， 12B: 10，000X， 13A: 12，000X， 13B: 36，000X， 14A: 

12，000X， 14 B: 36，000X 

lV-15-16・ -1960Cで急速凍結したもの。表面の細かな鍛。 15A:7，500X， 15B: 

22，500X， 16: 15，000X 

17: ー 1960C急迷凍結， -10oCまで加湿，一1960C再冷却， -50oC 乾燥。 11，000X

18・ -1960C急速凍結，一100C乾燥。 11，000X

19: -196
0
C急速凍結，一150C乾燥。予め生理食嵐水をl質量号しておいたもの。

7，ラOOX

20-21: -1 デC凍結，一790Cまで緩没冷却した酵母。細胞内氷品の跡と思われる。porO¥lS

な内部構造。表面は円滑。 7，000X
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