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Tokio NEI 1965 Freezing of Solutions. 1. Crystallization and Recrystallization in Blood 
Plasma. Low Temperature Science， Ser. B， 23. (With English Summary p. 154) 

溶 液 の 凍

血集中の氷晶と再結品

根井外喜男

(低温科学研究所医学部門)

(昭和 38年 7月受理)

I.緒

結 1* 

種々の crystalloid或いは colloidの水溶液について， 凍結による氷晶形成の機構， 及び

加温過程での再結品の生成の機構が， Luyet一円により，顕微鏡による形態的観察，温度の測

定，比濁法による再結品の確認等種々の方法を利用し，かなり広範囲に豆り研究された九特

にgelatin，albumin， myosin， PVP， dextrin， dextran， gum arabic， agar， methyl cellulose， 

methyl glucamine， sucrose， glucose， glycerol， ethylene glycol， sodium chlorideの16種の

溶液と更に水について，氷晶形成の patternが詳しくしらべられた結果，大別して hexagonal

form， irregular dendrite， coarse spherulite及び evanescentspheruliteの4種に分けられると

記述されたへ

また再結品については，やはり Luyetの業績3)で，光学的に opacityを測る乙とによる諸

積 carbohydrate溶液についての報告がある。その後特に gelatin溶液を用いた実験で， gelatin 

の濃度，凍結温度によって rosette或いは evanescentspherulite等の凍結の patternがみられ，

それが加温されたときにお乙る再結晶の温度 (20~50% の gelatin では -12
0

C， 53%以上では

-370C)及び形態的変化について詳細に観察された結果 irruptiverecrystallizationとmigra-

tory recrystallizationの2種の過程のあることが報告された。 Luyetを所長とする American

Foundation for Biological Researchに於いては，更に引き続いて血液の液状成分である血痕，

アノレブミン，ヘモグロビン等について再結晶の研究が行なわれ，光学顕微鏡，電子顕微鏡，比濁

法，膨脹計法，比熱法等各種の測定法を駆使する乙とによって，いろいろの立場からの検討が

進められてきた。本実験もまたこれら一連の研究の一環をなすもので， 筆者が 1962年7月か

ら10月に豆るうちの約2カ月間，同研究所に滞在している聞に行なったものである。

この実験の最終の目的は，赤血球の凍結障害に対して保護作用があるといわれている glu-

coseの作用機序について，氷品の patternの面から検討してみたいということにあったので，

種々の濃度の glucoseを加えた場合の血授の凍結と再結晶の patternをしらべるための予備実
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験として，先ず対照の血痕及び glucose溶液それぞれ単独のものについて実験を行なった。そ

の結果については，別々に記載して，最後に全体としての総括を行なう予定であるo

なお血痕のみについては， 同研究所の Priborが再結晶過程の観察を行なっているが， 観

察の立場が多少異なるし，まだ公表されていないので，筆者が行なった実験結果については本

篇に於いて報告することにする。

II. 方法

方法の概略. 既に Luyetand Rapatzの論文明に実験方法が詳しく記載されており，本

実験もまたその装置を用い同じ方法に準じて行なったものであるから，詳細は同論文に譲るこ

とにする。

先ず方法のあらましを述べると 1滴の試料を 2枚の coverglassの聞に挟み，所要の温

度まで冷却された isopentane又はアノレコール槽の中に急激に挿入して凍結させ，それを低温顕

微鏡の対物レンズの前において凍結の patternを観察し，更に所要の温度まで加温した場合に

おこる再結晶の状態の形態的観察を行なうのである。

試 料:蔭酸カリ加牛血液を遠心して，その上清の血柴を集め， 十5
C
Cの冷蔵庫内に

保存し，試料として用いた。

装 置 Rapatzand Luyet')の論文で紹介されている低温顕微鏡を用いた。即ち水平

におかれた顕微鏡の対物レンズとコンデンサーの聞に冷却槽がおかれ，槽巾のアJレコーノレは，

液体窒素・を通して送られる適当量の空気(別にとりつけた pneumaticregulatorの作働で自

働的に調節される)で冷却され，所要の温度を保つようになっている。試料を挟んだ2枚の

cover glassはこの冷却槽の中に垂直に挿入されたままで，その凍結状態が普通光線及び偏光

光線を通して顕微鏡カメラにより写真撮影された。本実験では撮影時の倍率はすべてlOxlO

であった。なお偏光には人造偏光板を用い，試料の状況によっては必らずしも直交ニコ lレでは

なし偏光子と検光子を適宜の角度に保った。

実験方法:厚さ 150μ のcoverglass (井 1)の4問に spacerとして厚さ 12.5μ のアルミ

箔の小片をワセリンで付着させる。 glassの中央に 1滴試料をとり，他のもう 1枚の cover

glassをのせ，上から大きなゴム栓で押えて試料の厚さをなるべく均ーになるようにする。周

辺からはみ出した液はすぐ吸いとられるように予め吸取紙を敷いておく。このようにして作ら

れた試料は，周辺部のアルミ箔の付近では箔の厚みに等しく均一であるが，中心部ではやや薄

くなっている。この乙とはすかしてみて試料の色からわかる。

試料を聞に挟んだ 2枚の coverglassは装置の上部にとりつけられたつまみに吊り下げら

れ，所定の温度の冷却槽中に急速に落下挿入されることによって凍結がおこるのである。凍結

の条件としては， -50
o
C (文はー20

0
C)での凍結は，顕微鏡にとりつけられた冷却槽のアノレコ

戸 lレを所要の温度に調節しておき，その中に試料を挿入することによってお ζ らせ，そのまま

次の観察に移るが， -150
o
Cでの急速凍結では，凍結と観察とは分けて行なう。即ち先ず別に

小さな魔法瓶に isopentaneをとり，とれを液体窒素で -1500Cにしておき，顕微鏡の冷却槽の
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上に持ってきて，その中に試料を急激に挿入して凍結させ，数分たったところで手早く魔法瓶

をとり去って，試料を顕微鏡の冷却槽に移し，その後の観察に移るのである。本実験で用いた

血授はもちろんの乙と， 次の第2，3篇で用いた glucoseでも -150
0

Cで凍結させたものは

-50
0Cに移しても， 氷品の形態に変化のないことが確認された。従って -1500Cの凍結の場

合で再結晶過程に対する対照として撮影されたものは， すべて -50
0

Cに移した後のもので

ある。

以上のようにして -1500C又は -500Cで凍結させたものを欠に適当な方法で温度を上

げると，その加温の過程で再結品の諸変化がお乙る。乙乙でいう再結晶なる言葉の定義は金属

の場合などとは異なり，加温過程でみられると乙ろの氷品の相変化の全般を示すものと考えて

よいであろう。加温の方法としては次の 2つの方法を採用した。 1つは加iffi¥.過程の全体に亘っ

ておきる変化を大づ、かみに知るためで， それには pneumaticregulatorを切って冷却槽への液

体窒素の供給をとめると， ほぼ 1
0
C/minくらいの速度で温度が上昇する(室温は 20

0

Cの恒温)

ので -50
0Cからー50Cくらいの聞で大体どの温度でどんな変化がおきるかを， 全過程に亘

って観察することができた。但し乙の場合は，冷却槽の温度はほぼ一定速度で上り続けである

から，試料自身についての timelagを考えると，温度や時聞に関してそれほど厳密なことはい

えない。その点を正確に観察するために，もう 1つの方法として，試料を一旦同じ温度に保た

れた魔法瓶中に移しておき，冷却槽を所要の温度に調整した上で，その温度に戻して観察する

のである。大体10分乃至20分間同一温度においてそれ以上殆んど変化しなくなったと乙ろで

更に次の温度に移して観察を続けるわけである。乙の一定温度での観察によると，試料中の変

化はその温度に相当したある段階までで停止するので，各温度に亘る変化の全経過を知るのに

は，前に述べた方法が便宜である。

III.結果

第 1，2， 3篇を通じ，本シリーズの実験では，すべて同ーの条件のものを3回ずっくりかえ

して行ない，本文ではその全体に通ずる所見を記載し，図版にはそのうちの 1例を掲載した。

1. -50C。での凍結

A. 凍結による氷晶の pattern

乙の場合はすべて lrr巴gulardendriteの patternを示す。試料中に比較的少数の crysta1li-

zation unitの centerがみとめられるにすぎず，個々の centerから放射状に出ている羽毛状の

ものは互に重なり合うように多少曲りくねりながら四方に延びている。偏光でも普通光でもよ

く観察され，また見事な periodicity'lを示すものもある。

B. 再結晶過程

加温による変化については -20
0Cまでは全然みとめられないが -150Cになると急激

な変化がみられる。即ち前記羽毛状構造の各片の周縁にそって非常に小さな粒子様のものが現

われ，次第にその数を増す。一方視野全体としてやや暗くなり， periodicityもやや明確さを失

なってくる。しかし偏光ではまだ処々に限局性の明るい部分が残っている。 -150Cではそれ以
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上長くおいても余り大きな変化はみられない。 そとでこれを_lQ
OCに移すと， -Hできた粒

子様のものが再ひa減ってきて，その代り個々の羽毛状構造がそれぞれ幾つかの小区割にしきら

れ，各区劃は偏光でいろいろの程度の明るさを示すようになる。更にtJill.度を上げると，最初の

細かな粒子は全く消失し， その後に出来た多くの小区劃は境界線及び、 densityが一層明瞭にな

り，はっきりと個々の氷晶に分れる。 -50Cくらいになると，それぞれの境界線のととろから

融解が始まる。

-200Cで凍結した試料であっても，これと全く同様の経過がみられた。

2. -150oCでの凍結

A. 凍結による氷晶の pattern

-150oCで急速凍結したものを -50
o
Cで観察すると，前述のような羽毛状の patternもみ

られるが，もう少し小さな花鱗状のものが多い。定型的な periodicityを示すもの，あまりはっ

きりしないものなどさまざまである。また花捕状構造の各片の聞に粒子様のものの散在してい

ることが多い。但しこれは普通光ではあまりはっきりしない。各 crystallizationunitの center

に当るところに非常に微細な粒子の集団のみえるととが多い。特に乙れは普通光でよくみえ

る。その本態はわからないが，乙れらのものが核となって，氷晶形成が始まったもののように

思われる。

B. 再結品過程

-50
o
C凍結のものと同様， -20

o
Cまでの加温では何の変化もないが， -15

0

Cになるとか

なり著明な変化があらわれる。 この場合は -50
0

Cの凍結のものでみられた粒子様のものより

もう少し微細な粒子が現われ，また各花瞬の長紬の方向に対しでほぼ直角に走る細い線ができ

て 1枚の花捕も数個の小区劃に分けられる。しかも各区劃は，それぞれ結晶学的に異なった

軸方向をもつものとみえて，偏光で transparentであったり， opaqueであったりする。もっと

温度を上げて_lQOCより高くなると， 最初の小粒子は消失し， 各小区劃はそれぞれ遊離して

融解が始まる。 periodicityも次第に不明確になるが，融解が始まっても個々の氷品にその名残

りを留めている。

IV. 考察

結論に述べたように， Luyet等は 16種の溶液の凍結の patternを hexagonalform， irregu-

lar dendrite， coarse spherulite， evanescent spheruliteに分類している。要するに試料の凍結-に

当って，試料中に含まれる溶質の種類，濃度，凍結の温度，速度等によって，完全な氷結晶の生

成がいろいろの程度に阻害されるものと考えられている。上記4種の patternでは， hexagonal 

formが最も完全な結晶状態を示し， 次第に阻害の程度を増して evanescentspheruliteが最

も不完全な結晶に近いものと思われる。 また Luyetが曽って述べていたような vitreousstate 

(amorphous state)のものは， 65%以上の高濃度の gelatingelを除いては，通常の生物試料で

は殆んどみるととができないといわれる。精々 evanesentspheruliteと呼ばれるものが， 不完

全な結晶に一番近いものといえよう。本実験で観察されたように，血襲ではたとえ -1500Cの
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急速凍結でも，凍結の patternは殆んどすべて irregulardendriteで，比較的 hexagonalform 

に近いものである。

加温の過程でみられる再結晶については Luyetは乙れを irruptiverecrystallizationと

migratory recrystallizationの2つに分けて考えていた。前者は evanescentspheruliteのよう

な不完全結晶が完全結品に変ろうとする現象で，手近かな変化として opacityの増すことから

容易に判定される。純水ならー129CC，formaldehydは -800C，澱粉は -6
0
Cでお乙るという。

要するに一部 amorphousな状態の氷が， より完全な氷晶に変ろうとするととろの molecular

structureの上の変化であると考えられるのである。後者の migratoryrecrystallizationとは，

もう少し完全結晶に近い状態の氷で，大きな氷が小さな氷をとりこんで，その slzeを増そうと

する現象といえる。 irruptiverecrystallizationが molecularlevelでの変化というのに対し，

migratory recrystallizationはもう少しマクロな crystalsizeの変化といってよいであろう。い

ずれにしても，より完全な結晶に移行しようとする過程のそれぞれの段階を示すものである o

血援を試料として観察した本実験では，凍結条件の如何に拘らず，凍結による patternは

すべて irregulardendriteで第2報以下で述べるような evanescentspheruliteはみられず，従

って加温による変化も後者のような高度の opacityの増加などとは異なるので，血痕では殆ん

どmigratoryrecrystallizationが主体で， irruptive recrystallizationはあまりはっきり現われな

いものといえよう。ただ initialpatternにみられる多数の粒子様のもの， 或いは加温過程で一

時的に現われるより小さな粒子状のものの本態は一体何であろうか，今の段階では全く不明で

ある。

前述のように Luyet"')は opacityの変化から種々の溶液の再結晶温度を測定し， 例え

ば glucoseは -40.60C，glycerolはー64.TCというように，はっきりした数値として表わして

いる。 これは opacityの最大になったときの温度を示したわけだが，本実験のように顕微鏡に

よる形態的観察では，再結晶温度は何度であるというような定量的な表現は非常に困難であ

る。なぜならば 1つの試料の中に現われる形態的変化にも幾つかの質的に異なってたものが

あり，それぞれが連続的に， しかも時には overlapしながら出没するからである。例えば血痕

に於いては，-15
c
Cまでの加温では微粒子出現の段階で止まり， -10

oCにして始めて小区劃

への区分に進むというように，形態的観察だけでは定量的な表現は難かしい。

なお glucoseを試料とした場合の結果との比較については，第 2，3報に於いて述べる予定

である。

摘要

1. 牛血薬を 2枚の coverglassに挟み，厚さ凡そ 12.uの試料として，ー500Cのアノレコー

ノレ，文は -1500Cのisopentan巴に直接浸して凍結させると，その凍結の patternは羽毛状或い

は花捕状の irregulardendriteを示した。

2. 乙れを加温すると，ほぼ -20
0

Cと -15
0

Cとの中間で変化が始まり，微細粒子の出現，

小区劃の形成などがあって，やがて個々の大きな氷晶に移行し， -50C近くで融解がみられた。
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Summary 

Bovine plasma was examined on crystallization and recrystallization in freezing as the 

control material of plasma with glucose added; thin-layered specimens， placed between two 

cover glasses， were frozen by immersion in an alcohol bath at -5QoC or in an isopentane 

bath at -15Q
o
C and initial freezing patterns and recrystallization process upon rewarming 

to the melting point were observed with a polarizing microscope. 

Patterns of ice formed in the initial freezing showed irregular dendrites， having 

feather-or flower-like configurations. 

Recrystallization process， upon rewarming， was initiated between -2QoC and -150C 

and showed the following changes; appearance and disappearance of fine grains and 

division of each petal by striae into small areas， followed by final turning to large ice 

particles. 
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図版説明

一般的事項

1. 写真は通し番号にせず，試料の異なる毎に番号を改めた

2. 写真はすべて左右2枚並べて貼布した。左側は普通光線，右側は偏光光線で撮影されたもので

左側上部にのみ呑号をつけた

3. 加温過程の観察では

1) 番号 lのものは対照として -500Cで撮影されたもの

2) 各種温度で時間の記入されているものは，その温度l己保持された時間を示す(各温度に 10分

ずつおいた)

3) 温度だけで時間の記入のないものは，凡そ IOC/minの一定加温速度で上げた場合のそれぞれ

の温度を示す

4. 写真の倍率はすべて x100である(接眼レンズ x10，対物レンズ xlOを使用)

図版 I

誠料 Iー1，2， 3 血祭， -50oC凍結 -500C撮影では花模様の crystallizationcenterが

みられるが， 2， 3では羽毛状の構造の重なり合っている patternが普通光，偏光と

もにみられる

図版 II

読料 ll-I 血祭， -50oC凍結，対照 -500C，偏光で periodicityがよくわかる

ll-2 向上，ーWC2分，普通光で，条線に沿って粒子様のものの現われるのがみられる

ll-3 向上，ーWC5分，粒子様のもののかなり増加してきたのが偏光でもよくわかる

ζの出現の場所は， periodicityと関連があるようである

図版 III

誌料 ll-4 向上，ーWC10分， 3よりやや進行

ll-5 向上， -lOoC 10分，ーWCでは 10分以後余り変化はないが，乙れをー100CIC移

すと粒子様のものは細かな筋!c変わり，多くの小区割を作る

ll-6 同上 -60C，更に温度が上ると，区劃ははっきりしてくる。本来の羽毛様の部分

からできた区割は大きく，粒子様のものからできた区劃は小さい

図版 IV

試料1II-1 血祭 -200C凍結， 対照一20
0

C. ζのものでは試料 ll-Iでみられたような粒子

様のものが，視野の一部に最初からみえた

lli-2 向上，一150C，上記のものは温度を上げると次第に視野全体!c拡がった

lli-3 同上，ー100C，大小の区劃!cはっきりと分れた。偏光ではまだ多少 periodicityの

名残りがうかがわれる

図版 V

誌料1II-4，九 6 向上 -80Cでは区劃がーそうはっきりし， -60Cでは各氷品の周囲lζ融解が

始まり， -50Cでは更にそれが進む
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図版 VI

試料IV-1 血衆， -150oC凍結，対照 -500C，普通光で crysta11izationunitのcenterと，そ

の隣りの unitとの borderJin巴とがよくわかる。 centerICは微粒子の集団がみえ

る。偏光では centerに花模様がみられ， その周囲はー商の位子状のものに閉まれ

ている

IV-2 同上，もう少し大きな花模様がみられる

IV-3 向上，花模様から周辺が向って延びた羽毛様の patternで periodicityの明らかに

みられるもの

図版 VII

試料 V-1 血祭，ー1500C凍結，対照一200C，菊花模様の各花鱒の閲，特lζcenterと周辺部

IC粒子状のものがみられる

V-2 向上，ーWC，小粒子が全面IC現われる。同時IC各花鱒が長車自に直角な細い線で小

区割lこ区切られる

図版 VIU

読料 V-3 向上，ー10oC，全体にやや opacityを増す

V-4 向上，ーデC，小粒子は消え，小区劃ははっきりし，やがて融解が始まる



根チi二 図版 I

誠料 1. 血疑， -50oC凍結



図版 II 根井

政料 11. 血塁走， …500C凍結

-500C 

150C， 2min 

一150C，5 min 



根井 図版 III 

一150C，10 min 

100C， 10 min 

60C 



図版 IV 根井

話料 III 血i聡 200C 凍結

-200C 

-150C 

100C 



根ヂi二 図版 V 
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図版 VI 根井

j試料lV 血疑，ー1500C凍結

500C 



根井 図版 VII

誠料 V 血援，-lWC凍結

…200C 

-150C 



|玄|版 VIII 根井
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-50C 


