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溶 液 の 凍 結

Glucose加血築中の氷品と再結晶

根井外喜男

(低温科学研究所医学部門)

(昭和 38年月 7受理)

1.緒言

III* 

既に第1報1)の緒言に於いて述べたように，本シリーズの 3篇の論文は， American Foun-

dation for Biological Researchに於いて著者が行なった実験結果の報告であって， 同研究所

に於いて乙れまでに行なわれてきた血液成分の再結晶に関する研究の一環をなすものであり，

且つ血液の低温保存に際し保護物質といわれる glucoseの作用機序を解明したいという乙とを

目的としている。また従来不可能とされていた血球の凍結乾燥を成就させるために何らかの手

がかりを得たいということも考慮されていたのである。

そこで，本実験材料の組成である血祭及び glucoseの凍結及び再結品の patternを明らか

にするために，対照としてそれら単独のものについて検討され，その結果は既に第 1報及び第

2報2)に述べられた。

11. 方法

実験装置並びに方法は第1報と全く同一であるから省略する。

試料は牛血痕に 5%，10%，20%になるよう glucoseを加えたものである。凍結はー50
0
C

及び -1500Cで行なった。

111. 結果

総括

glucose単独の場合とほぼ同様で glucose濃度が増し，凍結温度が低くなるほど，完全

結晶への阻害が強く， evanescent spheruliteのような不完全結晶に近づく。再結晶過程も大体

似ているが， glucose単独のものよりやや高いところでおきるように思われる。

1. 5% glucose加血祭

A. -50oC での凍結

1) 凍結の pattern
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crystallization unitから放射状に走る羽毛状或いは花弁状の patternで，すべて irregular

dendriteである。 5%glucoseでみられた堅い感じの羊歯状のものは見当らない。 center付近

の花弁状各片の聞及び umtの周辺部に粒子状のものの散在するのがみえる。定型的な perio-

dicityのみられる乙とが多い。

2) 加温による再結品

-30
0

Cになると偏光ではまだあまり変化はみとめられないのに，普通光ならはっきりし

た変化がみられる。即ち花弁状各片の輪郭が明瞭になり，特に periodicityのC-zone以外の

A， B， D-zoneが暗くなる。更に温度が上ると，視野全体として roughな感じになり， opacity 

も増す。 乙の頃には initialpatternは殆んどわからなくなる。更に進むと，全体として微粒子

が現われ，それが次第に成長し大きくなって， -10
o
Cでは明らかな氷[思を形成する。偏光では

まだ最初の periodicityの名残りがうかがわれる。

B. -150oCでの凍結

1) 凍結の pattern

菊花状の irr巴gu¥ardendriteであるが， -50
o
C凍結のものよりすべて小さい。花弁状各片

の聞及び crystal1izationunitの周辺部に粒子様のものが散在している。 乙の粒子様のものも

含めて unitの内部構造は，普通光ではあまりよくみえない。

2) 加温による再結晶

-30"Cで，各 unitの borderlineから次第に centerに向って暗くなり始めることが普

通光でよくわかる。この暗くなる部分は大体最初に粒子状のものがあったところで，次第に拡

大増加するようである。 -250C乃至ー20
0
Cで全体として暗黒化し， 偏光でももはや initial

patternをみとめ難くなる。やがて視野一面に微粒子が現われ， _lQoCでは各粒子は成長増大

し明らかな個々の氷晶となる。

2_ 10% glucose加血祭

A. -50oCでの凍結

1) 凍結の pattern

5%のものにほぼ似たような花模様の irregu¥ardendriteである。 periodicityもよくみと

めるが，粒子様のものはない。

2) 加温による再結晶

再結品の経過もほぼ5%の場合と同様である。 -30
0
Cくらいで，普通光での initialpattern 

の contrastの増加，全体としての opacityの増加，粗造化がみられ，更に温度が上ると， initial 

patternが失なわれ， opacityが最大に達した後は漸次透明化し，微粒子が見え始める。段後に

個々の氷品にまで発達する o

B. -150oCでの凍結

1) 凍結の pattern

-50
o
C凍結のものよりかなり小さな crystallizationunitである。放射状の細い筋からな

り， irregular dendriteとcoarsespheruliteとの中聞くらいの形態である。



溶液の凍結 E 165 

2) 加温による再結晶

乙れまで述べたものとほ同様の経過を辿る。即ち -300Cで普通光による patternの明瞭

化，その後の opacityの増加，粗造化 initialpatternの消失， 更に再び透明化， 氷晶の発達

に進む各段階は多少低い温度で、進行するように思われる。

3. 20% glucose加血祭

A. -50oCでの凍結

1) 凍結の pattern

多くのものは coarsespherulit巴で，偏光では Maltesecrossを示し，放射状に走る条線が

よくみえる。普通光では borderlineが僅かにみえる程度で，あとの構造は殆んどわからない。

2) 加温による再結晶

-40
o
Cで普通光でも borderlineははっきり見え， -350Cで条線がみえ，多少 opacity

を増す。 -30oCでopacityは最大に達し， 組造化 initialpattern及び Maltesecrossの消失

があり，やがて次の氷品発達の段階に移行する。

B. -150oCでの凍結

1) 凍結の pattern

すべてが evanescentspheruliteで，普通光では僅かに borderlineがうかがわれる程度で，

他に何もみえないが，偏光では Maltesecrossを呈する。 20%glucoseの場合と同様， 20-50μ

及び 100-200μ のsizeの2つの groupから成ることが目につく。

2) 加温による再結晶

-35
0

Cで，偏光でも opacityが増し，普通光では borderlineが明瞭になり，個々の crystal-

lization unitの centerから暗くなり，それが次第に拡大する。更に温度が上ると，視野全体が

暗く且つ roughになり， Maltese crossもぼけてくる。やがて opacityが最大になり，それを

過ぎると再び透明化し始め，微粒子がみえ出して，次第に成長発達する。

IV. 全篇の総括と考察

既に述べたように 3篇に亘る本実験は，血援に種々の濃度の glucoseを加えた場合，それ

を凍結するとどのような patternを固くか， またそれらを加温した場合にどのような変化，つ

まり再結品をおこすかを検討することを目的として行なわれた。

そのために，血祭或いは glucoseのそれぞれ単独のものが，本実験の対照として吟味され

たわけで，乙れら各試料間の相互関係を比較検討することが必要であるが，本実験のように形

態的な観察を行なったものでは，表現が極めて定性的であるから，数値を似て示すような定量

的比較は困難である。しかも，その形態的変化が一定の形式と経過をとるものであれば，比較

は割合い容易であるが，本実験の観察結果では，その変化が条件によって異なり，一連の変化

が経時的にうつり変り，且つ互に overlapするものであるから，一層定量的な比較が困難であ

る。しかし，乙れらの点を考慮しつつ可能な範囲で総括を試みたい。
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1. 凍結による氷晶の pattern

既に Luyet".)が述べているように， 冷却による試料の凍結の姿は，試料中に含まれる物

質の性状と凍結の条件によって大きく左右・される。特に氷品は，溶質濃度が増し，冷却速度が

増すほど，完全結品を作るととに対する障碍が大きくなり，それだけ，より不完全な結晶を作

る方向に向うようになる。本実験で得られた結果のうちから具体的な実例をあげれば，血祭も

5% glucose溶液もともに似たような irregulardendriteを作るが， glucoseの濃度が増すに従

い， coarse spheruliteから更に evanescentspheruliteと次第に不完全結晶に近づく。血襲と

glucoseとの混合物に於いても同様で， glucose濃度の増加とともに， patt巴m も変って行く。

血痕と 5%glucose溶液との聞にも，微細な点で多少の patternの相違はある。

2. 再結品過程

以上のような種々の凍結像を示すものを，次第に温度を上げていくと，それぞれの像に応

じた変化が，かなりの温度範同に亘っていろいろな形で、現われる。

A. 血祭と 5%glucose溶液は initialpatternはかなり似ているが，再結晶現象の現われ

る温度が相当異なる。前者は -150C付近で漸くお乙り始めるのに，後者は -30
0
Cの低温で既

に変化がおきているのである。

B. Luyet はさきに opacityを基準にして， 種々の物質の recrystallizationtemperature 

を測定し， 2Mglucoseでは -40β℃であると報告したへまずこ四crystallizationtemperature 

は物質の分子量によってきまり，その濃度には余り左右されないと述べているが，本実験で観

察された形態的変化からみる限りでは， glucoseの濃度が増し，また凍結温度が低くなるほど，

換言すれば，不完全結品に近いものほど，再結晶過程は低温度でお乙るように見えた。これは，

変化の起り始める時の温度や最大 opacityを示す時の温度などを目やすにして比較した場合

のことである。

C. 血柴に glucose を加えたものでは，それぞれ ll~.独のものの中間にあるというよりも，

むしろ glucose単独のものに近い温度や形態的変化を示す。

D. 温度上昇によっておきる再結品という現象については， Luyetはこれを 2つの段階に

分けて考えている。即ち第 1の irruptiverecrystallizationは，不完全結品から完全結晶への変

化，つまり分子構造の変化で，これは比較的狭い温度範閉で急激におこるものと考えられた。

第2の migratoryrecrystallizationは，完全結晶と考えられる氷品(主として hexagonalform 

から成る)がより大きく成長する過程で， これは比較的広い温度範囲で行なわれるものとさ

れた。

只体的に本実験でみられる現象としては，例えば， 20% glucose溶液の -1500C凍結でで

きた evanescentspheruliteは，加温過程の -450C乃至 -400Cで irruptiverecrystal1ization 

が始まるものと思われる。 温度が高くなるに従って opacItyが増し Maltesecrossが失なわれ

ることは，巴vanescentspheruliteが hexagonalformに，換言すれば不完全結晶が完全結晶に

移行しようとする過程を示すものと思われる。 opacityが最大に達すると，次に顕微鏡下で確

認できるような氷品の生成発達の段階に移る。これが migratoryrecrystallizationであると考
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えられる。この両段階の移行点をはっきりと規定することは困難である。

以上のような経過は coarsespheruliteでも，ほぼ同様にみとめられるが，irregulardendrite 

即ち完全結晶に近い形になるほど opacityの増加もあまり著明でなく irruptiverecrystal-

lizationと考えられる過程が不明瞭になってくる。 むしろ比較的早い時期から微粒子ができ，

それが成長して大きな氷晶になるものなどは， 始めから migratoryrecrystallizationに入るも

のであろうか。特に同じ irregulardendriteでも血援単独の場合などは irruptiv巴 recrystal-

lizationと考えられる過程は殆んどみられず， しかも微粒子の出現も途中で再び消失する形な

ので， 結局 initialpatternの個々の columnの分断という現象だけが主な変化ということにな

る。このようなものも migratoryrecrystallizationの範囲に入れるべきであろうか。

要するに， くりかえし述べる通り，再結品過程は最初の凍結の patternによっていろいろ

の経過を辿る。

E. 種々の試料の再結品過程を相互に比較することは，それぞれ質的に異なった過程をと

ることが多いので，定量的には困難であるが，変化の最初に現われる温度などを基準にして比

較することは必らずしも不可能ではあるまい。その意味で，いま一度，試料の種類，濃度，凍

結の patternなどの点から再検討してみた。その結果は第 1表及び図版 IX，X， XIに示された

通りである。

第1表 各誌料の加温過程lζ於ける初期変化出現状況(ー1500C凍結)

20% glucose0%  glucose 5% glucose 

誌料|単独|血疑加|単 独|血衆加 1 単独 l血竣加

凍結の 凹阿附…t仕t加加町町叶咋E釘叩m叩イr口rmイI口m4In4l|:;誌詑出2混2t1i川ιぷ悶:包詰認詰Lユ混出1Z詑:主立出説:2笥説:Z混;毘詑叫z記叫訓tIオ|トトm出附n凶附…lI巾t旬e
2m叫かなり階 lやや陪!線条みえる l変佑なし!変化なしl変佑なし

-300C I 5 一層階|かなり暗|コントラスト低下|線条みえる|変化なし|変化なし

lo 粗 造 化|コントラスト低下|微細構造明確化|変化なし

やや陪|変化なし

かなり陪 1 やや暗

2 
-400C 
F 

乙の結果からみれば，同じ凍結条件では， glucose濃度の高いものほど，変化の現われ方

が早い。また同じ濃度では，血援が加わったものの方が少し遅いようである。しかし血援単独

のものに比較すれば，問題にならないくらい glucoseそのものに近い。 逆にいえば， 血壊は

glucoseを加える乙とにより，その再結晶過程に大きな影響をうけるという乙とができる。

また同じ glucose濃度でも凍結温度が違うために凍結の patternが違う時に，加温による

再結品過程に差ができるかどうかを吟味してみると，不完全結晶に近い程，初期変化の現われ

る温度が低いか，或いは短時間に現われるよラに，思われる。しかし実際にはその差は殆んど確

認できぬくらいに小さいようである。

一方， glucose濃度が違えば，同じような凍結の patternを示していても(例えば20%の

-500C凍結と 10%の -1500C凍結の場合)，濃度の高い方が変化は早く現われるようである。
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今のと乙ろはまだ¥溶質の濃度の差と凍結の patternの違いのどちらがより強く再結晶過

程に影響するかは確証がない。

F. evanescent spheruliteに比較して， coarse spherulite或いは irregulardendriteでは，

再結晶過程の opacityの増加の程度は次第に弱くなる。 それにしても，それぞれの全過程のう

ちで opacityの最大になる点がある筈である。 顕微鏡による形態的所見だけでそれを知るこ

とは困難であるが， 露出計で全視野の明るさを経時的に測定したところによると， opacity最

大を示す温度は，試料の条件によって多少異なるらしし結局前記初期変化の現われる温度と

平行して，完全結晶に近い patternを示すものほど高温側にずれるようである。

なお， Luyetはopacityの最大に達する温度を測定して，例えば 2M glucoseでは -40.60C

と報告している。 本実験で -35CC或いは -300Cで opacItyが最大に達すると記載したとこ

ろがあるが，これは両実験の glucose濃度が違うばかりでなく，加温の方法や観察の方法の異

なることによるものであろう。

G. migratory recrystallizationの過程で成長発達する氷晶の最大値は，乙の migratoryre-

crystallizationと融解とのそれぞれのおこる温度や時間のかね合いできまるものと思われるが，

一般に濃度が低いものほど，そして特に血柴などが大きいように思われる。これは溶質の濃度

差に基づく融点の差によるのか，凍結の patternの差による再結晶過程の差，特に initialpattern 

の各 columnが直接分劃する時の大きさの差によるのかは明らかでない。

本実験の結果，試料自身並びに凍結の条件によって，完全結・品から不完全結晶に亘る種々

の段階の氷晶ができること，しかもその凍結の patternが，血祭では -150C くらい， glucose 

では -30
0
C乃至 -40

0
Cで，再結晶変化をする乙とが認められたわけで，これらの事実からも

glucose加血柴又は glucose加血液の凍結或いは凍結乾燥を試みる場合に， 凍結の温度その他

にいろいろと注意を要することがわかる。

摘要

1. 前2報と同様の方法で， glucose加血授の凍結標本を観察すると， glucose濃度，凍結

温度に応じて irregulardendriteから evanescentspheruliteまでのいろいろな段階の氷晶がみ

とめられた。

2. 乙れらの試料の再結品過程は glucose溶液単独のものにかなり似た所見を呈した。

3. 血柴 glucose溶液それぞれ単独，及び glucose加血祭の 3者を比較してみると，血

柴は， 凍結の patternが完全結晶に比較的近い irregulardendriteであり， 再結晶変化がほぼ

-1500Cでおとるが，乙れに glucoseが加わると，ほほ glucose単独溶液に近い凍結の pattern

を示し，再結品変化も -300~-400C で起る。即ち glucose 加血援は血柴と glucose 溶液の中

間というよりもむしろ glucose溶液に近い性質を示す。

本論文を終るに当って短期間ながら筆者に AmericanFoundation for Biological Research 
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(Madison， Wisconsin， U.S.A.)において研究に従事することをみとめ，特に本実験の遂行に多

大の示唆を賜わった所長 Dr.B. Luyetの厚意に深甚の謝意を表する。また種々助力を惜しま

れなかった Dr.G. Rapatzを始め Drs.P. M. Gehenio， L. Menz and A. P. MacKenzieその他

所員一同に心から感謝する。

なお本題に関しては， Luyetと共著で英文で発表される筈であるが，特に邦文による本論

文の発表が承認された。
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Summary 

Mixtures of bovine plasma and 5%， 10% and 20% glucose， placed between two cover 

glasses， were rapidly frozen by abrupt immersion in alcohol or isopentane cooled to -500 

orー1500C，respectively， and rewarmed to predetermined temperatur巴sbetween -500C and 

the melting point. Microscopic study both of patterns of ice formed in the initial freezing 

and of the recrystallization process， taking place upon rewarming， has been made. Five %， 

10% and 20% glucose solutions alone and plasma， chosen as control materials， were com-

pared to mixtures of plasma and glucose. 

Patterns of ice formation in the initial freezing exhibited irregular dendrites in the 

specimen with 5% glucose， frozen at ー500C，and evanescent spherulites in that with 20% 

glucose， frozen at -1500C. As intermediate patterns between those conditions， various 

kinds of configuration of irrugular dendrites and spherulites were observed， corresponding 

to the concentration of glucos巴 andthe cooling temperature. 

The process of recrystallization upon rewarming showed di妊erentchanges depending 

on the initial patterns; as the temperature was raised， irregular dendrites underwent slight • 

changes in opacity and growth of characterized ice particles， i. e.， dominantly migratory 

recrystallization， but， evanescent spherulites underwent definite changes in opacity， followed 

by growth of ice particles， i. e.， definitely identified irruptive and migratory recrystallization. 

Irregular dendrites in plasma showed maximum opacity at about -150C， those in 5% 

glucose solution at about -30oC and evanescent spherulites in 20% glucose solution at 

about -40oC. Opacity in irregular dendrites was very weak as compared to that in 

spherulites. Dendrites or spherulites in mixtures of plasma and 5%， 10% or 20% glucose 
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showed maximum opacity at temperatures by few degrees higher than those in respective 

glucose solutions. 

1n conclusion， plasma is extremely a妊ectedby the addition of glucose. Therefore， it 

can be said that glucose plays a dominant role in mixtures of plasma and glucose. Patterns 

of ice formation in the initial freezing depend upon the concentration of glucose and the 

cooling temperature. The recrystallization process upon rewarming takes place in different 

forms， depending upon the initial patterns. 



溶液の凍結 E

図版説明

記載についての一般的な事項は第 l報と同じである

図版 I

試料工ー1 5% glucose加血衆， -50oC 凍結，対照 500C，花模様の crystallizationunitの

centerから延びた羽毛様 pattern!C periodicityがみとめられる。 centerIC僅か

局辺!C多くの粒子状のものがみられる

図版 II

試料 ll-I 5% glucose加血祭， -50oC 凍結，対照 500C 

ll-2 同上ー250C，全体としてやや opacity増し，粗造となる

ll-3 同土ー100C，個々の氷晶がよくみえる o periodicityがまだ残っている

図版 III

試料Eー1 5% glucose加血祭， -150oC凍結， -50oC対照。菊花模様の花弁状各片の聞に

粒子様のものが散在している

JII-2， 3 周上 -300C，5分及び -30
0
C，10分。偏光では余り変化はみとめられないが，

普通光では::tE弁状各片の輪郭及び粒子様のものが明瞭になる

図版 IV

試料IV-1 10% glucose加血祭， -150oC 凍結，対照 -500C。 菊花状の irregulardendrite 

と coarsespheruliteの中間の pattern

IV-2 向上-30oC， opacity増す

IV-3 同上-20oC， opacity極値をやや越す。 initialpatternは殆んど失われる

図版 V

読料IV-4 向上 150C，全体IC微粒子がみえ，やや透明になる

IV-5， 6 同上ーIOOC及び -50C。氷晶は次第に成長増大し，やがて融解が始まる

図版 VI

読料 V-I 2070 glucose加血祭， -50oC 凍結，対照 500Co coarse spheruliteで， Maltese 

crossがみられる

V-2 同上 -350C，普通光で borderline及び内部微細構造がみえてくる

V-3 同上 -30oC，全体に粗造になり Maltesecrossも弱くなる

図版 VII

試料VI-I 20% glucose加血衆，ー1500C凍結，対照 -500C，きれいな Maltesecrossがみ

られる。大小2つのグループから成る

Vl-2 同上 -35
0

C，2分。全体11:opacity増し，各 crystallizationunitの center及び

border line暗くなる。 Maltesecross消え殆める

図版 VIII

話料VI-3 同上 -350C，5分。その程度を場す

VI-4 同上 -350C，10分。全体として pattern不明瞭となり粗造となる

171 
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図版 IX，X. XI 

各種試料を同一温度で比較した場合で，いずれも 1500Cで凍結。上段(1)は -50
0
Cで

の対照，下段 (2)は -35
0

C まで加温したものである

図版 IX

試料VIIー1 20% glucose液，ー1500C凍結，対照-50oCo evanescent spherulite 

V1I-2 向上 350C， 2分。かなり opacity増し， Maltese cross不鮮明となる

試料四一1 20% glucose加血衆，ー1500C凍結，対照 -50oCo evanescent spherulite 

W1-2 向上 -350C，2分。僅かに暗くなる

図版 X

試料広ー 10%glucose液，ー1500C凍結，対照-50oCo intermediate type 

IX-2 向上 -350C，5分。 pattern不鮮明となる

話料 X-1 10% glucose加血祭，ー1500C 凍結，対照 50oCo intermediate type。右側は誠

料の周辺部に近く， coarse spheruliteが多い

X-2 向上 -350C，5分。 intermediatetypeのものは殆んど変わらないが，周辺の coarse

spheruliteのものは暗くなる

図版 XI

試料 X1-1 5% glucose液，ー1500C凍結，対照-50oCo irregular dendrite 

X1-2 同上 -350C，10分，僅かにコントラスト増す

話料XlIー1 5% glucose加血祭，ー1500C凍結，対照-50oCo irregular dendrite 

XlI-2 向上 -350C，10分。対照と殆んど変わりなし



根井 図版 I

誠料 1. 5% glucose力11血祭， -50oC凍結



図版 II 根井

試料 II. 5% glucose力UI位疑， -50oC凍結

500C 

250C 

lOoC 



根井 図版 III

試料 III. 5 % gl ucos巴力11][[疑，ー1500C凍結

-500C 

300C， 5 min 

-300C， 10 min 



図版 IV 根井

誠料 IY. 1Oro glucose加1血!恥 1500C 凍結

-500C 

300C 

200C 



根井 図版 V 

-150C 

100C 

-50C 



図版 VI 根井

誠料 V. 20% glucose加血祭， -50oC凍結

-50oC 

-350C 

30
0

C 



根井 図版 VII

読料 VI. 20% glucose力rl1m!弘一1500C凍結

-500C 

350C， 2 min 



図版 VIII 根井

-350C， 5 min 

-350C， 10 min 
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