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Tokio NEI 1964 Formation of Cracks in Specimens by Freezing and Drying. Microscopic 

Observations on the ThirトlayeredPreparations of Solution. Low Temperature Science， Ser. 
B， 22. (With English Summary p.138) 

凍結及び乾燥による試料の亀裂*

特に溶液の薄層標本についての顕微鏡的観察

根井外喜男

(低温科学研究所医学部門)

(昭和39年 7月受理〉

1.緒言

凍結乾燥法は，種々の生物学的材料を，機能的ばかりでなく，形態的にも，できるだけ生

に近い状態で保持する方法として広く用いられている。今日最も理想l乙近いとされているこの

凍結乾燥法であっても，なおかっ乾燥の終末点に於いて試料の多少の収縮は免れないものと思

われる。例えば， Luyetりはいわゆる pseudo-freeze-dryingと称して，不凍水分の脱水lと際して

の試料の収縮をみとめ， Nei2)もまた，電子顕微鏡的観察から，細菌細胞の収縮像をみとめ，乙

れが乾燥の終末期における不凍水分の脱水に基づくものであろうと推論している。

一方，種々の試料を種々の条件で凍結乾燥した場合，試料中lζ肉眼的，顕微鏡的な亀裂を

みとめることが多い。特に超低温まで急速に冷却した場合に著明である。とのような亀裂がで

きるとすれば，乾燥表面の変化に伴って，試料の乾燥速度に影響を及ぼすであろうととは当然

怨像されるへと ζろが，乙のような亀裂が凍結乾燥のどの段階で，どのような機構でできる

かについては，乙れまでに何らの検討も行なわれていない。

一般に凍結乾燥に於いて，乾燥は三次元の立体構造をもった試料の表面から内部に向って

進行するので，部位によって乾燥度に勾配ができる。従って乾燥過程の分析的研究を行なう場

合，その勾配のできるだけ少ない薄層について検討する必要がおきてくる。また凍結状態或は

乾燥状態の顕微鏡的観察を行なう場合には，どうしても薄層の標本によらねばならない。特に

高倍率で仔細な観察を行なうときに必要である。

本実験はこのような立場から，薄層試料について凍結乾燥による亀裂生成の機構を検討し

たものである。

11. 材料及び方法

試料

試料には， 5%ゼラチン溶液及びウサギ血襲を用い，また対照として脱イオン水を用いた。

凍結

凍結状態の観察には，上記試料の 0.01-0.02mlを35x25mmのカバー・グラス上にとり，
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もう 1枚のカバー・グラスを重ねて均一な厚さの薄層標本とし，そのまま Rapatzand Luyetり

にならって作った冷凍顕微鏡の凍結糟に挿入して凍結させ，凍結状態を普通光及び偏光顕微鏡

で観察した。

凍結の条件としては -250，-500， -800Cのアノレコーノレ槽への直接挿入， -250Cの低温

槽での空気冷却，液体窒素への直接挿入など，冷却温度及び冷却速度をいろいろ変えて検討し

た。 -1960Cまで冷却したものは -500Cで観察した。これはゼラチンや血援の再結晶温度から

みても， -500Cまでの加温では凍結状態に変化をきたさないことがわかっているからであるへ

なお冷却速度の正確な測定は困難であるが，この種の薄層試料では， -25
0

C のアノレコ~}レ槽へ

の直接投入で 2-50C/sec，液体窒素中で 10-50oC/secであった。

乾燥

乾燥標本を作るには，凍結したまま 2枚のカバー・グラスをはがして，それぞれ乾燥容器

に移し，種々の環境温度(室温露出或は -500C乃至ー700C冷却)で凍結状態からの乾燥を行

なった。

しかし一般には，凍結試料はカバー・グラスを剥がしにくいので，一方のカバー-グラス

の代りにアノレミ箔を重ねたり， 或いは試料を薄くひろげて(時には厚さによる凍結のパタ F ン

や亀裂のバタ F ンの違いを調べるため，均一ではなく特に部位によって厚みに差をつけるよう

にした)凍結させたものを，それぞれ乾燥した。 試料の厚みは，液状の時，或は乾燥後顕微鏡

で観察して，上面及ひ、下面に焦点を合わせた時の微動装置の読みから知ることができる。乾燥

装置は多岐管，冷却トラップ(液体窒素を冷媒とする)及び油ロ{タリー・ポンフ。から成り，真

空度は凡そ1O-3mmHgであった。乙の条件で，試料を納めた乾燥容器を室温に露出して乾燥

すると，前記薄層試料では凡そ数分で乾燥するようであるが，乾燥を充分に完了させる意味で，

室温露出の場合で 1時間， -500C冷却で 24時間の乾燥を行なった。

1. 5%ゼラチン溶液

1) -250Cでの凍結

111.結果

との条件で凍結させたものを，凍結状態のまま観察すると，不規則l乙散らばった花弁状の

いわゆる irregulardendritesのパターンを示し， 時には規則正しい縞模様を画くいわゆる

periodicity6lのみられる乙ともある。緩慢凍結のものでは，樹枝状の結晶がみられる。しかし，

いずれにしても，後で述べるような亀裂は全然認められない。

乙のような凍結材料をそのまま乾燥して観察しても，以上のような凍結のパターンは少し

も変わらず，亀裂もできない。乾燥の時の環境温度を室温 (200C)~としても， -500C にしても，

これらのパターンに差はみとめられない

2) -25
0
C凍結後，ー1960Cまで冷却した場合

二次的{乙 -196
0

Cまで冷却しでも，最初の -250Cの時の凍結のパターンと殆んど変りな

いが，ただその試料の中に，一定の幅をもった亀裂が縦横に走り，それらの亀裂lζよって固ま
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れた部分は，三角，四角，多角形或は全然不規則な形を示す。乙の亀裂は，凍結乾燥したもの

では一層はっきりとみとめられる。全体として亀裂のパターンは，一見不規則なようであるが

仔細に観察すると，基盤になる樹校状或は花弁状の凍結の氷品のパターンとある種の関係、があ

るようにみえる。即ち樹枝状結晶のと乙ろでは亀裂は直線的に走仇花模様のところでは曲線

をなしている。

また，試料の厚さによっても亀裂の性質は多少異なり，厚いところでは，網目は粗で亀裂

の幅は広いが，薄いところでは，反対に網目は密で幅は狭い。

3) -1960Cでの凍結

乙の場合の凍結の氷品ノf夕F ンは，殆んど irregulardendritesである。そ乙lと現われる亀

裂は，前記の二次冷却で -1960Cまで凍結させたものと同じで，種々の形のものがみられる。

網状構造がベースの氷晶のパターンに応じていろいろの形をとる乙とも同様である。

乾燥後のものも，凍結状態のものと本質的に違いはない。

2. ウサギ血祭

1) -250Cでの凍結

凍結状態の標本では，ゼラチンの場合と同様，いろいろの形の樹校状或は花弁状の氷晶の

パターンを示すが，その中l乙亀裂は全然認められない。

しかし，乙のような試料も，乾燥すると，試料全面に不規則な亀裂が多数現われる。ゼラ

チンでは， -250C 凍結のものは，乾燥しでも亀裂を生じなかったから，この点がゼ、ラチンと血

祭の異なるところである o しかも，乙の血襲の乾燥で現われる亀裂は，これまでに述べた亀裂

とはかなり異なったパターンを示し，それぞれ短かく断裂しているので，網目を作らない。た

だ，基盤の凍結の氷品のパターンとはやはり多少の関連があるらしく，例えば， periodicityの

zone によって亀裂の走る方向が異なる。また高倍率で観察すると，凍結による亀裂のように溝

の辺縁が滑らかでなく，細かな網目がひきちぎられたように，両側の乾燥成分が不規則に凹凸

している。溝の幅も均一ではない。

特l乙2枚のカバー-グラスに挟んで凍結し，凍結したままはがして乾燥した試料について，

左右対称の位置で比較してみると，亀裂の走り方が殆んど一致していないことがわかる。乙の

ことは，この種の亀裂は，試料を 2枚lζ剥がす前，即ち凍結によってできたものではなく，剥

がした後，即ち乾燥によってできたものであるととを思わせる。乙の乾燥による亀裂も試料の

厚みに左右され，厚いと乙ろでは太く，薄いと乙ろでは細くなるととは，凍結による亀裂の場

合とほぼ同様である。

2) -250C凍結後， -1960Cまで冷却した場合

乙の条件のものは，凍結状態では，ゼラチンの同条件のものと同様の亀裂があり，種々の

形の網目を作っている。

しかし，乙れを乾燥すると，これらの凍結時にできた亀裂の聞に，前記のような乾燥時に

できる留かく切れた亀裂が入り交っているのがわかる。乙の両種の亀裂は性質が違うので，よ

く区別ができる。
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3) -1960Cでの凍結

2)の二段冷却の場合とほぼ同様で，凍結状態では網目状の亀裂だけであるが，乾燥試料で

は2種の亀裂がみられた。

3. 純水(脱イオン水)

1) ー250Cでの凍結

種々の形の氷品からできているととは，偏光でよくみとめられる。それらの焼界線はジグ

ザグで滑らかでない。亀裂は全然みとめられない。

2) -250C凍結後， -1960Cまで冷却した場合

上記の氷晶の中l乙，亀裂のできているのがよくみとめられる。乙の亀裂はすべて直線から

成り，従って網目構造は三角形か四角形，稀lζ多角形で，ゼラチンや血援の場合のように，曲

線で囲まれた不規則な形を作ることはない。しかも，偏光でよく区別のつく基盤の氷品の差異

によって，乙の亀裂のパターンも明らかに異なる。例えば，隣り合せの氷晶でも結晶軸が違う

と，一方には三角形，一方には山角形の亀裂のパタ F ンができて，はっきりと区別される。

3) -1960Cでの凍結

2)の二段冷却の場合と全く同様の所見である。

4. 実験結果の総括

本実験で用いた 3種の試料，即ち純水(脱イオン水)， 5%ゼラチン溶液，ウサギ血祭の凍

結温度を変えて凍結させた場合，及び凍結乾燥させた場合にできる亀裂を一括表示すると第 l

表の如くである。

第 1表 各種試料を各種凍結条件で凍結させた場合の

凍結状態及び乾燥状態でみられる亀裂

試 料

凍結条件

|ー 25
0

C凍結後|
25
0
C凍結 1 | ー 196

0
C凍結l-1<;60C冷却!

純水(脱イオン水)

5%ゼラチン溶液

ウサギ血衆 O 

+
+
@
 

+
+
@
 一:亀裂の生じない乙とを示す +:凍結によってできる亀裂

0:凍結乾燥によってできる亀裂

IV.考察

以上の実験結果から，試料の種類により，また凍結や乾燥の条件によって 2種の亀裂の

できることがわかった。しかも， ζれら 2種の亀裂は，その成因や性質の異なることから，互

にはっきりと区別ができた。

まず，第一の亀裂は凍結状態で既に観察される ζ とから，凍結によってできるものであり，

しかも，試料の如何を問わず， -250Cではみられず， -1960C に冷却したもので始めて認めら

れるという点から考えると，超低温までの急激な冷却による thermalshock，或いはガラスと
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氷との収縮率の差違によって生ずる亀裂と思われる。既に Gold7lは，純氷について，thermal 

shock による亀裂を観察し， それが氷晶の結晶軸方向によって左右され， C軸が試料面に直角

の場合には三角形(文は六角形)，平行する場合には四角形のパターンを形成することを報告し

ている。この点については，本実験lζ於いても，純氷で同様な所見を得た。更にゼラチンや血

泉でも，冷却速度が小さく，比較的完全結晶に近い樹校状氷品では，純氷のものとほぼ同様の

直線に固まれた三角形や凶角形の亀裂のパターンをみとめた。 しかし，それより冷却速度が大

きし irregulardendritesで不完全氷晶に近いものほど，亀裂のバタ戸ンは不規則な形になる

ように思われた。結局，凍結によってできる亀裂は，基盤になる氷品の性質によって，そのパ

ターンが規制されるということができょう。従って，乾燥後の亀裂のパターンを観察すること

によって，逆lζ最初の凍結のパターンp 特l乙氷晶の完全，不完全さをある程度推察することが

できるかもしれない。

第二の亀裂は，凍結時にはみられず，乾燥の結果始めて現われるものである。しかも，血

授のように乾燥すると脆い感じになるものではできるが，ゼラチンのように固い性質のもので

はできない乙と，更に前述の凍結による亀裂のように規則的な網状構造を作らずに，不規則l乙

断裂した短い亀裂からできている乙となどを考え合せると， 乙の種の亀裂は，乾燥の終末にお

きる試料の収縮!とよるものと思われる。筆者が曽って確認した凍結乾燥細菌細胞の電子顕微鏡

的収縮像2)I乙比較すれば， はるかにマクロの変化ではあるが，乾燥過程を肉眼的に観察してい

てもわかるように，やや厚い試料で乾燥の終末[乙近く始めて亀裂の現われることからも，乾燥

末期の特に試料中の不凍水分の脱水lζ基づく収縮であろうと想像されるo

乙のような乾燥の結果，試料が収縮し，亀裂が生ずることについては，粘土その他の含水

性の物質についての報告があるへそれらはいずれも液状の水分の脱水に伴う収縮についてで

あるが，凍結乾燥に於いて，乾燥時の環境温度を室温にしてもー500Cにしても，同じ所見の

亀裂像がみられることから，やはり同じような機序によって収縮がおき亀裂が生ずるものと思

われる。

さて，凍結及び吃燥の過程でこのような亀裂が生ずるものであれば，当然乾燥過程での乾

燥速度iζ影響を及ぼすであろうから，扱う試料の種類により，或いは乾燥の目的によって，凍

結や乾燥の条件を充分吟味する必要があろう。またある場合!こは，乾燥速度を増すための方法

として利用できるかもしれない。

更に，乾燥過程での温度から考えて，たとえ -500C位まで冷却しでも，乾燥終末期での

試料の収縮が免れないものとすれば，いわゆる生の状態を保持する方法として，乙れまでに組

織学，細胞学領域で広く用いられてきた凍結乾燥法に対して 1つの問題点を提起する乙とに

なり，既に Luyet並に著者が強調しているように，凍結乾燥に於ける不凍水分の脱7]<.!ζ関する

問題を今後更によく検討しなければならないであろう。

摘要

ゼラチン，血祭を試料とし，純水を対照として，種々の条件で凍結及び乾燥をした場合に
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できる亀裂の成因及び性質をしらべた結果 2穏:の亀裂のあることがわかった。

lつは，ごく低い温度までの凍結によってできるもので，どの試料でもみられ，いろいろ

の形の網状構造を作る。

他は乾燥によってできるもので，短く断裂していて網状構造を作らない。血柴でみられる

が，ゼラチンではみられない。

2種の亀裂とも，凍結による氷晶のパターンに対応して，直線や曲線から成る特有のパタ

戸ンを示す。
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Summary 

The crack patterns in the frozen and dried state of 5% gelatin solution and rabbit 

blood plasma were observed with ordinary and polarized 1ight in order to investigate the 

cause and nature of crack formations found in freeze-dried specimens. Pure water was 

used as a fr巴巴zingcontrol. 

Two types of cracks were observed. One type， observed both in the frozen and in 

the dried state， is formed by coo1ing to very low temperatures. The other type is obser-

ved fol1owing the drying of some fragile materials such as plasma and is formed by 

shrinkage caused by dehydration in the final stage of freeze-drying. 

The crack pattern is characteristic in each type; freezing cracks make distinct net-

works， while desiccation cracks show a variety of shapes without making networks. 



j公)i 

1. 5;10 ゼラチンi'tiil俊 一250C凍結.

凍結状態ー x 50 

花弁;1*のいわゆる irregularclenclritesのパタ

ーンがみられる。 fU裂は全然みえぬ

3a. 55もゼラチン i'i~i[!t.. -25つC凍結後

一196つCまで冷1，1J.凍結;1)ミJ患.
'?~ìJ.lj光×目。

[1'(総父は 1111 総からなる他裂が縦断 l乙返り ~1~ I~I 

を作る

|酒 !v)Z 1 

2. 1 と I~.，j条件のもの乾燥状態

x 25 

祐介状叉は羽毛状の irregularclenclrites， q.!J' 
lζperioclicityがよくみられる。 ft¥裂はない

3b. aと同一視野.偏光 ×日O

む裂のパターンが氷品の perioclicityとある

関述を示す



図 l¥ixII 

4. 5%ゼラチン裕波 -25つC凍結後

1 96"Cまで冷去11.乾燥 x 25 

i対校:伏の:iJ<lifl，ノマターンの」二lζi何線:伏のf色裂か
らなる!川角 JI~の制 EIT1Vj;立

6a. 4とJ，iJ条件のz試l;l x 25 

irregular clenc1ritesのj二にできた::1::として1111

~;\;~からなる不倒WJな形のむ裂の紛状依泣

J長 Ji宇

5. 4とi司条件のI試料 X 25 

在lH交状叉は花弁~l7ç氷結の上にできた主として

[1'(線からなる不ザH!リな;rl~ の f臼裂のパターン

白b. 6a の -{fl~を』仏大したもの X 100 

fむ裂のI!J/j¥tまほほ均一



根)I 

7a ラヲもゼラチン1容波.液体室長系凍結.

乾燥 X25 

氷品のパターン特lζperioclicity!ζ対応しで

できた放射状戊は[， ;J心円~Rの将兵な íl1裂のノマ

ターン

8. 7と|斗条件のもの X 100 

視野のJ二部は誠料がJv.いので，む裂の胸元が広
く網目がin

図版 III

7b. 7aの一部を拡大したもの X100 

氷品の核と同心円の".，心との一致 perioclicity

と氾裂のパターンとの間近!性もうかがわれる

9. 7とは条件のもの X 280 

比絞[内総い部分， ilむ裂の辺縁は滑かで殆ど[Ii[

rr~J! がない



図版 IV 根 )1二

10， j(乱疑 ー 25
0Ci来事!f. (京高'i~!1(í怠 11. 10と同条件のもの.乾燥状態.

x 50 x 100 

71::弁状の irregulard巴ndr，tesがみられるが，
fむ裂は全然ない

不規則u::II.B J1tlした氾裂は， 11'泊は不定で辺縁も
凹l日lがはげしい。 9の凍結f臼裂とは性質が全

く ~1 る

12a，及び 12b 血祭， -25"C凍結.乾燥 x15 

2枚のカパー・クラスに挟んだ血援を 25"C凍結後 2つに剥してそのまま乾燥したも

の， aと bとは左右対祢の位置にあるので，もし凍結のi時にできた亀裂ならば，左右のパ

タ…ンが一致する答である。しかし， 1ヌ|のように左お全く JI~ ることは，剥した後， [1[1ち!jtZ
燥によってできた的裂であることがわかる。特lζaは誠料が厚いので[[1裂のl陥が広い， b

にみられるように，この極のむ裂は断続していて，完全な網自を作らない



1長)[: 

13. I(n疑 25'C i.点結後 196'C まで ì~'ì l;lJ.

iWがiJi犬i!!?. x 50 

fC1裂のパターンがみられる

1 5 a . JfIl ~{. iW (~.::j~ ;k~ ì~i *;rf. I;(L妨f!:!ノピ立に

x ::5 

図版 V

14. 13と1，;]-;:::1'1二のものの乾燥状態. x 25 

位Hムゲ;の)]<;詰の1::1ζ}白紙!からなるアJ当， !JL/角
及び多角形のむ裂のパターンがみられる

)J<，'，1'，とiC1裂との!対係もよくわかる

lラb. 15aの ーがそを拡プミしたもの. X 100 

Hl1のiC1裂， 1111ちILl万三とその1.'i]I!f!のほ{まはじ
中討をもってはっきりみえる凍結む裂と，その

11'，] 1こ散らばる布IIl'不1:5!.l/lJIこ切れた乾燥f色裂と
がみられる



l~\ J11>( VI 

16a 血疑.液体言異議:凍結乾燥状態.

x 25 

視野のJ二日j;(;J:;l式料が尽く，下i'ij;はだiい，苅い
ところでは，乾燥fむ裂だけがみられる

17. 脱イオンオ乙 -25'C凍結.iW高Ii:伏iι

x 50 

制Y乙でlj(if!~!のパターンがよくみとめられる

!
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16b. 16aの一部を拡大したものち X 100 

凍結fむ裂と乾燥fむ裂が泌(1:し， しかも，氷JilI!

のパターン，q'!i U:: periodicity 1ζ対応して (a

でよくわかる)，乾燥 f[j，裂の走る万[(1] 1乙 J'\~.l ilJれ

がみられる

18. !~~~イオン水 液体探索凍結、

ìW品ri~I:1(flB. x 50 

3本の borcl巴rlin巴でほ切りれた 3つの氷l1dl

がみられ，それぞれに対応して，三角， I些i戸9，

多角形のfむ裂のパターンがみられる


