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第 1章 

序章 

1.1  緒言 

時間の経過に伴って変性・劣化が生じる食品・生体において，その長期保存の必要

性が高まっている．その中で，時間・空間的制約の解消を達成すると同時に，良質な

長期保存が実現可能と考えられることから，冷凍保存技術が食品流通から医療分野に

まで広く浸透している（阿部, 2011; 鈴木, 2012）．一方，冷凍によって発生した氷晶が

細胞や組織の損傷を引き起こし，壊死させることが冷凍保存の大きな障害となるため，

氷晶による細胞損傷を如何に軽減するかが冷凍保存分野における喫緊の課題となっ

ている．また，冷凍品の解凍は最終的な細胞状態を決定する上で重要な復元操作であ

り，高品位な長期保存を行うためには冷凍保存に関する包括的な提言が求められる．

冷凍保存の操作条件としては冷却・加温速度がとりわけ注目されており，各速度は氷

晶成長や細胞復元に大きな影響を与える．しかし，食品・生体が実に様々な形態をと

る故に，冷凍・解凍条件が一意的に定まることはなく，個々の違いや冷凍・解凍過程

における水分挙動の解明，ならびに今後の更なる技術の進歩が期待されている． 

ここで，代表的な冷凍保存品とその特徴を Table 1.1 に示す．現在までのところ，精

Table 1.1  Biological substances for cryopreservation. 

 Single-cell Multi-cell 

Examples sperm, embryo food, biological tissue 

Size micrometer-size centimeter-size 

Cryopreservation partly established un-established 
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子，卵子，胚といった小さな単一細胞においてのみ，細胞全体を均一に急速凍結する

ことが技術的に可能となっており，冷凍保存技術が確立されている．実際に，赤血球

の冷凍保存では 1000 
o
C/min 以上の急速冷却が適用され，100 %に近い生存率が得られ

ている（棚澤ら, 1992）．このような高冷却速度下では，細胞内液が非結晶のアモルフ

ァス状態（ガラス化，vitrification）となり，細胞内に大きな氷晶が形成されないため，

細胞も氷晶成長によるダメージを受けない．しかし，単一細胞から細胞組織へと保存

対象が大きくなると，異種細胞の集合体である場合が多いことや，熱抵抗の大きい組

織全体を均一に急速凍結することが問題となる．後者の問題では，組織内部における

空間的な冷却速度のばらつきが生じるため，冷却速度の遅い領域では細胞外凍結が生

じて組織の凍結が進行する．また，臓器や植物のような組織細胞では，細胞内外液の

凍結様相が異なる．すなわち，細胞内水分が細胞膜あるいは細胞壁によって隔離され

ているのに対し，細胞外では凍結界面を隔てるものがなく，凍結が容易に伝播すると

考えられる．一方で，細胞内水分の凍結は個々の核生成現象に左右されるため，細胞

内外での凍結の不均一が熱的不均一を増す可能性がある．さらに，細胞外凍結に起因

する細胞内外での浸透圧差によって，細胞が脱水収縮すると考えられる． 

冷凍保存は主に（1）冷凍前処理，（2）冷凍，（3）貯蔵，（4）解凍の四つの過程で

構成され，食品・生体の冷凍保存技術を確立するためには，それぞれの過程における

最適な処理条件と方法を提案する必要がある．現状として，単一細胞に関する研究報

告例が豊富であるのに対し，細胞組織については十分でない背景がある．また，保存

品を活用する際には解凍時の影響を大きく受けると予想されるが，冷凍過程に比べて

解凍過程に関する報告が少ないという点も問題となっている．このことから本論文で

は，細胞組織の冷凍・解凍過程における細胞損傷に関する検討を行った成果をまとめ

ることにする．本章の残りの部分では，まず，冷却速度と細胞生存率の定性的な関係

である N 曲線を引用し，冷却速度に応じた細胞凍結状態について述べた後に，組織損

傷に影響する氷晶成長メカニズムを説明する．さらに，細胞が存在することで生じる

水分挙動について整理した上で，氷晶による細胞損傷の低減を目的とした技術である

脱水冷凍に触れ，中でもマイクロ波デハイドロフリージングについて詳しく述べる．  
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1.2  細胞生存率に対する冷却速度の影響と氷晶成長機構 

1.2.1  N曲線 

Mazur ら（1970; 1984）は，赤血球やネズミの卵母細胞などの単細胞生物の冷凍保

存について研究を行い，冷却速度と生存率の間に存在する定性的な関係を N 曲線とし

て示している．Fig. 1.1 はその概略図であり，図中に示されるように生存率を高める

二つの冷却速度が存在する（N2 および N4）．N4 に相当する冷却速度では，細胞内外

の水が瞬間的に凍結されてガラス化する．この場合，細胞損傷が起こらないため生存

率が高くなる．単一細胞の冷凍保存では，N4 に属する冷却速度が実際に適用されて

いる．一方，食品や生体などの細胞組織では，熱抵抗の問題から比較的ゆっくりと冷

却されることが多い．この場合，まず細胞外水分が凍結して結晶が形成されて，外部

溶液濃度が高くなる．その結果，細胞内外の浸透圧差が駆動力となって細胞内水分が

細胞膜を介して外部へと移動し，移動した水分は細胞外の氷晶の表面で凍結する．こ

れを細胞外凍結といい，Fig. 1.1 の N1 から N2 に属する冷却速度において生じる．N2

に対する N1 での生存率の低さは，水分の過剰流出によって細胞内の電解質濃度が高

Cooling rate

V
ia

b
il

it
y

Extracellualr
freezing

Intracellualr
freezing

Vitrification

Cell

Ice crystal

N1

N2

N3

N4

Fig. 1.1  Effects of cooling rate on cell viability. 
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くなって起こる塩害，あるいは細胞収縮や細胞外氷晶の成長に起因する物理的な細胞

膜損傷の発生が要因となっている．氷晶成長と細胞脱水が致命的なレベルに達してい

ない場合には N2 のように生存率が上昇する．また，ガラス化を生じない程度の冷却

速度（N3）では，細胞膜を介した水分移動が生じる前に水分が細胞内で凍結してしま

う．この細胞内凍結と呼ばれる状態では，氷晶が細胞膜へ致命的な損傷を与える可能

性が高くなるため，冷凍保存において避けるべき凍結状態と言える．ここで，ネズミ

卵母細胞の懸濁液を凍結させた際の顕微鏡写真（Mazur et al., 2005）を Fig. 1.2に示す．

Fig. 1.2 の(a)は未凍結状態，(b)は細胞外凍結時，(c)は細胞外凍結後に融解させた状態，

(d)は−30 
o
C で細胞内液が凍結した状態をそれぞれ示している．デンドライト状の細胞

外氷晶により，Fig. 1.2(c)の時点では細胞形状の変形が見られるが，Fig. 1.1 の N2 のよ

うに細胞外凍結が支配的な状況で，塩害や細胞膜の物理的損傷を防止していく方法が

装置コストの面からも現実的であると考えられる（Choi and Bischof, 2011）． 

1.2.2  凍結曲線と解凍曲線 

立方体形状に切り出したマグロの冷凍時温度履歴（凍結曲線）と，スライスされた

サバの解凍時温度履歴（解凍曲線）を Fig. 1.3a, b にそれぞれ示す．どちらもサンプル

中心部を測温した結果である．(I)は常温にあるサンプルから熱を取り除く冷却期間，

Fig. 1.2  Freezing behavior of mouse oocyte in solution (Mazur et al., 2005):  

(a) Unfrozen; (b) Extracellular freezing; (c) Melting process after extracellular freezing; 

(d) Intracellular freezing occurs at −30 
o
C. 

(a) (b) 

(c) (d) 
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(II)は平衡凝固点以下においても水分が液体のまま存在する過冷却期間，(III)は過冷却

解消後に残りの水分が凍結する平衡凝固期間，(IV)は水分が全て凍結して再び温度が

下がる冷却期間である．図中の斜線部は最大氷晶生成帯と呼ばれる温度帯を示してい

る（田中・小嶋, 1991）．一般的にこの温度帯は−1 ~ −5 
o
C と考えられているが，実際

は保存対象によって差異がある．この温度帯では氷晶の成長が速く，大きな氷晶が形

成されてしまうことから，素早く通過することが冷凍過程での定石となっている．Fig. 

1.3b は緩慢解凍を施した例であるが，一般的に冷凍過程よりも解凍過程に時間がかか

る．これは水の熱拡散率（1.466×10
-7

 m
2
/s）が氷の 1/8 程度であることに加え，外部加

熱による解凍ではサンプル表層部に液相が形成されるため，熱抵抗が時間と共に増加

してしまうことに起因している．したがって，最大氷晶生成帯の通過に関しては冷凍

過程以上の注意が必要となる．しかし，素早く通過するのと同時に細胞内への復水も

促進しなければ，良好な解凍を実現することはできない． 

1.2.3  氷晶成長速度と核生成頻度 

本項では，前述した最大氷結晶生成帯における氷晶成長メカニズムを示すことにす

る．過冷却水中で氷核が一旦生成されると，その核を中心に氷が成長する．すなわち，

氷の成長は水分子が氷核に組み込まれていく過程である．その過程における氷晶成長

Fig. 1.3  Freezing and thawing curves. Shaded areas are the region of ice crystals growing 

rapidly. 

(a) freezing curve (tuna) (b) thawing curve (mackerel) 
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速度 U は 

















 


Tk

G
DU

B

Vexp1  (1.1) 

の比例関係で表される．ここで，GV はバルクの水と氷との間の自由エネルギー差，

kBはボルツマン定数，T は温度である．D は水と氷の界面での水分子の拡散係数であ

り，アレニウスの式で表される．成長速度 U を温度 T に対してプロットした概略図が

Fig. 1.4 である．比較のため，過冷却水中における均質核生成頻度も示している．氷

晶成長速度は 0 
o
C に近い温度でピークをとり，温度が下がるにつれて小さくなる．一

方，0 
o
C に近い温度帯での核生成頻度は低く，約−40 

o
C で核生成頻度が最大となり（福

迫・稲葉, 1996），さらに低温になると分子運動が抑制されて氷核生成確率が低下する．

Fig. 1.4 から，0 
o
C に近い温度では氷核が生成されにくい状況にあるが，氷晶の成長

は速いことがわかる．したがって，過冷却状態のまま冷却を行って最大氷晶生成帯を

通過し，成長速度の遅い温度帯に入ることができれば，氷核形成後も微細な氷晶を維

持して保存されると考えられる． 

Fig. 1.4  Ice crystal growth rate and ice nucleation rate. 
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1.3  組織の凍結・解凍時における水分挙動 

1.3.1  過冷却と氷核生成 

純水の平衡凝固点は 0 
o
C であるが，小さな液滴あるいは緩慢冷却を行う場合にはそ

れより低い温度でもすぐには凍結せず，液体の状態が維持される．この現象を過冷却

状態といい，水の凝固が核生成過程を経ることに起因して生ずる準安定状態である．

溶質の析出などが起きない系において，平衡凝固点以下の水溶液中では氷が最も安定

な相である．しかしながら，氷の生成過程で微細な氷核が生じる場合は，新たな氷と

水の界面の表面自由エネルギーをともなうため，系内はエネルギー的に不利となる．

その結果，氷核は液体に戻り，過冷却状態が維持される．安定した氷の形成には，表

面自由エネルギーの増加分を補う氷核生成が必要となる．また，氷核生成過程には二

つの場合が存在する．まず，氷核が水分子同士の揺らぎによってのみ形成された場合，

その氷核生成過程を均質核生成と呼ぶ．他方，氷核が異質粒子上で形成された場合，

その氷核生成過程を不均質核生成という． 

まず，均質核生成に基づいた氷核生成について示す．絶対温度 T の過冷却水中にお

いて，体積 V の水分子球状クラスターを考える．このクラスター中に，1 個の水分子

が組み込まれる場合，物質の自由エネルギーG は， 

TSEG   (1.2) 

で与えられ，E は内部エネルギー，S はエントロピーを表す．温度と自由エネルギー

の関係を模式的に示したのが Fig. 1.5 である．自由エネルギーは，それぞれの相状態

で一定の傾きをもった直線で表され，直線が交差する点の温度が相変化温度となる．

図中の青色の実線は，過冷却状態における自由エネルギーを示している．したがって，

一定温度における相変化による自由エネルギー変化は 

STEG   (1.3) 

となる．過冷却水中の水分子クラスターに水分子が 1 個組み込まれる場合，固液相間

の内部エネルギー差E は水分子 1 個あたりの凝固潜熱 L に対応するものである．ま

た，S は凝固点 Tfにおいて固液相間の平衡が成り立つことから， 

fTLS   (1.4) 
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と表され，過冷却相と固相の化学ポテンシャル差は次式で表される． 

 
ff

f

T

TL

T

TTL 



  (1.5) 

この式は，過冷却水から氷晶が形成されるために必要な核生成の駆動力を表している．

水分子クラスターのサイズが小さいことから，その体積に対する表面積の比は非常に

大きなものとなり，クラスターと過冷却水との界面に作用する界面エネルギーclがク

ラスターの成長を抑制することになる．したがって，半径 r の水分子クラスターに対

する，液体から固体への相変化にともなう正味の自由エネルギー変化は 

   cclcl rrG 32

3

4
4  (1.6) 

となる．ここで，cは水分子クラスターの密度である．ここで，自由エネルギー変化

とクラスター半径との関係を Fig. 1.6 に示す．氷核の半径が臨界半径 r*を越えたとき

に自由エネルギー障壁G*を乗り越えることがわかる．自由エネルギー変化の式を r

で微分し，0 とおけば，臨界半径および最大自由エネルギー変化が求まる． 

Temperature
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liquid vapor

Fig. 1.5  Free energy vs. temperature. 



 

 

Chapter 1 

-9- 

 

 2
3

3

16

2















c

cl
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cl

*G

*r

 (1.7) 

いったん臨界半径を乗り越えると，その後組み込まれる水分子はその系の自由エネル

ギーを一方的に減少させるので，r*以上の氷核はエネルギー的に安定して成長するこ

とができ，初めてマクロな意味での氷となることができる（福迫・稲葉, 1996）． 

氷核生成において，均質核生成が起こることは極めて少なく，通常は容器の壁面や

液中に存在する不純物（溶液ならば溶質などの異物質）を核生成場と介する不均質核

生成が起こる．不均質核生成に基づいた氷核生成を考えるために，水分子クラスター

が異質粒子表面で生成される場合を考える（Fig. 1.7）．固体表面における氷核生成で

Fig. 1.6  Free energy as a function of cluster radius. 

Fig. 1.7  Cluster formed on an insoluble particle (heterogeneous nucleation). 
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は，半径 r での自由エネルギー変化G が次式で表される． 

  clclscslsccc AAVG    (1.8) 

ここで，は界面エネルギーで，サブスクリプトの sc は固体とクラスター，sl は固体

と過冷却水，cl はクラスターと過冷却水との界面をそれぞれ示す．固体とクラスター

との接触角をとすると，Young の式からそれぞれの界面エネルギーの相互関係は 

 cosclslsc   (1.9) 

となる．また，水分子クラスター体積 Vc，表面積 Asc, Aclは次式で求められる． 

 

 
 





cos12

cos1

coscos32
3

1

2

22

33







rA

rA

rV

cl

sc

c

 (1.10) 

均質核生成の場合と同様に，臨界半径 r*における最大自由エネルギー変化を求めると 

 
 









3

2

3

coscos32
3

4

2









c

cl

c

cl

*G

*r

 (1.11) 

が得られる．得られたG*の式から，接触角が 180°で水分子クラスターは異質粒子

表面に濡れなくなり，均質核生成の状態となることがわかる． 

1.3.2  細胞内核生成 

食品・生体組織の冷凍保存において，細胞内凍結による細胞損傷は回避すべき問題

である．前項で述べた過冷却と核生成は細胞内凍結の過程にも含まれており，細胞内

凍結による損傷を防ぐ観点から，細胞内核生成を予測する現象論的な式がいくつか提

案されている（Karlsson, 2010）．Mazur（1989）が提案したモデルは非常にシンプルで

あり，次の条件を満たす場合に限り，瞬時に細胞内核生成が生じると仮定している．

まず，（1）細胞内液の温度が核生成温度の予測値よりも低く，（2）過冷却度が 2 K 以

上であること．そして，（3）水の体積分率が 10 %以上であることの 3 つである．Mazur



 

 

Chapter 1 

-11- 

 

は上記モデルを用い，凍害防御剤（グリセリンや DMSO）の溶液に懸濁されたネズミ

胚の細胞内凍結を評価している．Pitt らが提案したモデルでは，細胞内核生成の確率

PIF が累積分布関数として次式のように記述されている． 

      
t C

dtCtTt
0

2
1exp1PIF  (1.12) 

ここで，t は時間，T は過冷却度，C1と C2は動力学的パラメータであり，このモデ

ルはイヌの膵島細胞における細胞内凍結の確率予測などで適用されている（Liu et al., 

1997）． 

Toner ら（1990）は，細胞表面での核生成（surface-catalyzed nucleation, SCN）と，

細胞内の粒子を核とする核生成（volume-catalyzed nucleation, VCN）の二つが細胞内核

生成を記述する上で必要であると述べている．SCN は細胞膜表面上での不均質核生成

であり，細胞膜とクラスターとの間の接触角の効果により，均質核生成より高い温度

（−5 から−20 
o
C）で凍結が起こる．同様の理由で VCN についても，均質核生成より

高い温度（−30 から−35 
o
C）で凍結が起こる．どちらの場合も動力学的パラメータ，

熱力学的パラメータ，接触角という 3 つのパラメータに支配されている．Toner の

Fig. 1.8  Predictions of intracellular ice formation (NaCl solution: 200~1035 mOsm, 120 

o
C/min) (Toner et al., 1990). 

(a) Comparison of predicted and 

experimental temperature dependence of the 

cumulative fraction of oocytes with IIF. 

(b) Comparison of percentage of 

predicted and experimental IIF as a 

function of volume fraction of solutes. 
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モデルによって細胞内凍結を予測した結果が Fig. 1.8 であり，理論値と実験値がよく

一致していることがわかる．比較的高い温度での細胞内凍結が細胞の死につながるこ

とを考えれば，Toner らの細胞内核生成理論による凍結予測法は生存率を評価する上

で有効である．Tsuruta ら（1998）によれば，タマネギ表皮細胞にグリセロール溶液を

添加し，その細胞内凍結挙動の顕微鏡観察を行った結果，Toner らの SCN の考え方に

よって現象を整理できるとしている． 

1.3.3  固液界面における溶質掃出しと平衡分配係数 

食品などには様々な物質で構成される溶液が含まれており，溶液の凝固は純水の凍

結と異なった凝固過程を示す．溶液が凝固する際には，溶質が液相に排出されて濃い

未凍結部ができる．この溶質掃出しのメカニズムについては，次の理由が述べられて

いる．例として NaCl 水溶液を考えると，水分子は 2 個の水素原子と 1 個の酸素原子

が共有結合したもので，水素側と酸素側はそれぞれ正と負の電荷を帯びている．水分

子が結晶化する際には近くの水分子と水素結合し，Fig. 1.9a のような四面体配位をと

る構造となる．しかし，NaCl がイオン化して Na
+が液中に存在すると，負の電荷をも

つ酸素原子が Na
+側に向くように配向し，イオン近傍の水分子は特徴的な配向状態と

なる（Fig. 1.9b）．イオンに影響を受けた水分子は，周囲の水分子のみの水素結合によ

り発達する氷晶から排除される．そのため，Na
+イオンなどを含む水溶液を冷却する

と凝固点降下が起きる以外に，イオンを含む部分の水は結晶化せず，固液界面から液

体のまま排出されることになる（福迫・稲葉, 1996; 多田ら, 2009）．このことから水溶
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Fig. 1.9  Mechanisms of solute redistribution. 

(a) Ice crystal structure. (b) Na
+
 and Cl

−
 ions hydrated by H2O. 
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液の凝固は，固液界面における溶質掃出し，拡散をともなう相変化熱・物質移動の問

題と考えられる． 

固液界面における溶質掃出しの考え方は，合金などの凝固過程における偏析問題の

中で多用されている（Illingworth et al., 2005; Voller, 2006）．食品・生体に関連するとこ

ろでは，液状食品の凍結濃縮率向上を目的とした濃縮法とその成果が示されている

（Miyawaki et al., 1998; Liu et al., 1999; Petzold and Aguilera, 2009）．Liu らはトマトジュ

ース（成分 4.3 wt.%）の方向性凝固過程において，固液界面近傍の液側を撹拌するこ

とで未凍結部への溶質移動を促進し，溶質が含まれない単一氷晶を形成した．その撹

拌速度および界面進行速度を変化させた結果，最大で 18.8 wt.%の濃縮液を生成して

いる．Fig. 1.10 は凍結濃縮させた溶液の写真であり，カラーの部分が濃縮液を示し，

下部には溶質を含んでいない氷が形成されている． 

固液界面における溶質掃出しを考える上で重要なファクターが平衡分配係数 k0 で

ある．固液界面で局所平衡が仮定されている場合，界面固相濃度 Csolid は界面液相濃

度 Cliquidと次のような関係がある． 

liquid0solid CkC   (1.13) 

この固相と液相の濃度差によって，溶液が凝固した時に濃縮部が現れるようになる．

平衡分配係数は重要因子であるが，界面が時々刻々と移動する中で瞬時の界面濃度を

Fig. 1.10  Solutions concentrated by the Progressive Freeze-Concentration method (Liu et 

al., 1999). 
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実験的に測定することは困難である．また，界面進行速度が大きいと固相内に溶質が

トラップされるため，界面が超低速で移動している場合でないと正確に評価されない．

そのため，平衡分配係数の代わりにみかけの分配係数や有効分配係数という形で利用

されている．Matsuda and Kawasaki（1997）は，方向性凝固（凍結速度 2.9~10.9 mm/h）

させた溶液固相部と残液部との濃度比をみかけの分配係数として定義し，濃度 5000 

mg/L のグルコース溶液と NaCl 溶液のみかけの分配係数が~0.95 であったと述べてい

る．前出の凍結濃縮率改善に関する報告の中でも，界面進行速度 50 mm/h の下で界面

を撹拌しない場合だと，有効分配係数（方向性凝固溶液の固相部と残液部との濃度比）

が~0.95 であると示されている（Liu et al., 1999）．また，凍結速度 0.1~1.0 mm/h の範囲

で方向性凝固実験を行った高橋ら（2011）は，みかけの分配係数に固相部濃度と初期

溶液濃度との比を用いて評価した結果，凍結速度が速く，初期濃度が高いほど分配係

数が高くなると考察しており，Butler（2001）も同様の傾向を示している． 

1.3.4  凝固点降下 

純粋な水は 1 atm の雰囲気下では 0 
o
C で凝固する．しかし，NaCl やブドウ糖など

他の物質が溶けた水はより低温で凝固するようになる．この現象を凝固点降下という．

溶液は水と溶質が混合したエントロピーの大きい状態なので，純粋な水よりも自由エ

ネルギーが低い．したがって，より低い温度で凝固が起きる．食品・生体に含まれる

水にはそれ以外の成分が溶質として，あるいは分散質として含まれている．そのため，

凝固点降下が食品・生体の冷凍過程における一つの特徴となる．一般的に，凝固点降

下は溶質の濃度に比例しており，高濃度であるほど凝固点が低くなる．凝固点降下に

関しては，Woods ら（1999）が NaCl 水溶液に凍害防御剤（エチレングリコール）を

添加し，示差走査熱量測定によってその凝固点を求めている．また，凍害防御剤と

NaCl の添加量の比をとり，溶質濃度に対する凝固点 Tfの整理式を示している． 

    2533 1075210647107746760 CR..CR..T f
   (1.14) 

ここで，R はエチレングリコールと NaCl の質量比，C は全溶質の質量パーセント濃

度である． 

NaCl 水溶液の相図を簡略化して Fig. 1.11 に示す．溶質が水に溶解しているとき，

溶液の凝固点は相図から求まる．冷却開始後，a 点に相当する濃度の溶液は 0 
o
C で凝

固しないが，b 点に到達すると凝固し始める．過冷却が生じなければ，溶質が排出さ
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れてより高濃度な溶液となり，さらに低温で凝固する．これは，c 点（共晶点）に達

するまで継続する．共晶点は，平衡状態で溶液が液体として存在できる最も低い温度

であり，共晶点以下での溶液は氷と溶質で構成される． 

1.3.5  細胞膜を介した水分輸送 

細胞は，「細胞膜に囲まれ，原則的には内部に 1 個の核を持つ生体の構造的かつ機

能的単位」と定義されており，1665 年には Hooke によってラテン語由来の「cell」と

いう言葉が提唱された（日本機械学会編, 1997）．細胞は大きく原核細胞と真核細胞の

二つに分けられる．前者には細菌や藍藻植物が該当し，後者は上記以外の細胞性の生

物に含まれている．真核細胞内には膜で仕切られた複雑な細胞小器官が多数存在する．

多細胞生物では，これら細胞が集合して組織を形成し，さらに特定の機能を果たす器

官や系を構成している．ここで，Fig. 1.12 に代表的な動物細胞の構造を示す．細胞は

細胞膜によって取り囲まれ，内部には核やゴルジ体などの小器官が多数存在している．

生体膜という言葉があるが，細胞が有している膜の中でも細胞膜や細胞内膜のことを

狭義に意味している（妹尾, 1987）．生体膜は様々な形態や働きを備えており，細胞壁

や外皮とは違って代謝活性を有している．生体膜にはたくさんの種類があり様々な働

きをするが，その厚さは共通して約 8.5 nm のほぼ一定値をとる．また，どの膜も脂質

とタンパク質を主成分としている．細胞膜については，タンパク質の分布が均一でな

く，大別して膜の表面にあって比較的容易に抽出されるものと，膜の内部に埋もれて
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Fig. 1.11  Schematic of phase diagram of NaCl solution. 
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いて抽出しにくいものの二種類が確認されている．これらの結果から，Singer と

Nicolson は Fig. 1.13 に示すような流動性モザイクモデルを提案している（Engelman, 

2005）．リン脂質の親水基が外側になるように並んだ二重層にタンパク質が点在する

構造をとっており，細胞表面からは糖タンパク質が突出していて，細胞間の相互作用

に関与していることが知られている． 

細胞膜の主な役割は，細胞内外を隔てる境界としての役割だけでなく，細胞内と外

界との相互作用の場として非常に重要な働きを持っている．その働きは大きく分けて，

物質の透過，情報の伝達，そして反応の場である．外界から細胞内へ，逆に細胞内か

ら外界へ出入りする物質は必ず膜を通る．膜は物質の透過を制御しており，正常な条

件では必要な物質だけを膜が輸送し，有害なものを排除する．また必要な物質の外部

への流出を防ぎ，不要なものを排出する働きをしている．そのため，高品位な冷凍保

存を実現するには細胞膜を保護することが不可欠である．細胞膜の透過選択性は，膜

が単なる受動的な仕切りではなく，能動的な機能を示している．一般的に細胞膜は半

透膜とみなされ，溶媒である水がよく透過する一方で，溶質であるイオンや有機分子

は透過しにくいという性質がある． 

水が膜を透過する際の駆動力の一つに，細胞内外の溶液濃度の違いに起因する浸透

Fig. 1.13  General models for membrane 

structure, Singer-Nicolson ‘fluid mosaic 

model’ (Engelman, 2005). 

Fig. 1.12  Schematic of an animal cell 

structure (妹尾, 1987). 
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圧差が挙げられる．浸透圧差による膜輸送を理解するために，Fig. 1.14 のような半透

膜を介して水とスクロース水溶液が隣り合う状況を考える．半透膜は溶質（スクロー

ス）を通さないので，水溶液側の水分子はスクロースの存在によって移動しにくい状

態となる．逆に水側の水分子は膜透過して水溶液側に移動する．移動後の水と水溶液

の体積がそれぞれ変化するため，移動前の体積になるように水溶液側に圧力を加える

とする．この圧力は浸透圧と呼ばれ，溶液の濃度が高いほど大きくなり，作用する方

向は水分子が溶液側に移動する方向として定義される．冷凍保存における浸透圧差が

生じる例としては細胞外凍結が挙げられる．細胞外凍結の進行とともに溶質掃出しに

よって細胞外の未凍結部の濃度が上昇し，細胞内液との浸透圧差が生じて細胞内から

細胞外へと水分子が移動する．その結果，細胞収縮を起こし塩害が発生する可能性も

Fig. 1.14  Moisture transport through a membrane due to an osmotic pressure difference. 
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ある． 

膜を介した水分輸送については，蒸気圧差が駆動力となる場合も考えられる．Fig. 

1.15 は低温における氷と過冷却水の蒸気圧曲線である．図から，わずかではあるが過

冷却水と氷との間に蒸気圧差が存在していることがわかる．したがって，冷凍あるい

は解凍過程において，細胞外凍結が支配的かつ細胞内液が過冷却状態にあるとすれば，

細胞内の水分子は蒸気分子となり細胞膜を透過して細胞外へ移動しやすくなる．移動

した蒸気分子は細胞外の氷晶の表面で昇華すると考えられる． 

1.4  脱水冷凍法 

1.4.1  従来の脱水冷凍 

食品の冷凍保存を行う場合，一般的には細胞外凍結が支配的であり，食品中に存在

する水分が細胞外氷晶へと変化する．この氷晶が冷凍過程において成長し，周囲の組

織や細胞膜を破壊するくらいの大きさになると，ドリップの流出による解凍後の品質

低下が避けられなくなる．このことから，予め食品中水分を幾分除去し，核生成後の

氷晶成長を抑制する方法として脱水冷凍法が用いられている．従来の脱水方法には，

高濃度の糖液や食塩水に浸漬することで浸透圧作用により脱水を促す浸透圧脱水や，

温風などで直接的に表面から乾燥させる温風乾燥などが挙げられる．しかし，浸透圧

脱水は高濃度の溶液に時間をかけて浸漬する必要があるため，食品の味や色味を変え

てしまうデメリットがある．そのため，昨今では脱水シートと呼ばれる半透膜を利用

して，食品のもつ本来の味や香りの保存性を高める工夫がなされている（保井ら, 1996; 

濱田ら, 2003）．温風乾燥については，食品内部の水分を除去する効率が悪く，すでに

乾燥した表面に対して余分な熱を加えてしまう．その結果，表面状態が乾燥前より悪

化してしまい，食感などに影響を与える可能性がある（Ramallo and Mascheroni, 2010）． 

食品の中でも果物や野菜は高い含水率を有しており，急速凍結も併用して脱水冷凍

されることが多い．そのため，脱水冷凍が冷凍品に与える効果を調査した既往研究が

多くなされている．Delgado and Rubiolo（2005）は新鮮なイチゴと浸透圧脱水後のイ

チゴを凍結・解凍し，SEM による組織観察を行って浸透圧脱水条件と組織構造との

関係を示している．また，ニンジン，ブロッコリ，ポテトに対してスクロース溶液で

の浸透圧脱水を施し，各試料の凍結・解凍・復水後のレオロジー特性を測定した研究

もある（Ohnishi and Miyawaski, 2005）．Prinzivalli ら（2006）は，試料にイチゴを用い



 

 

Chapter 1 

-19- 

 

て浸透圧脱水時間が組織構造，テクスチャー，ペクチン組成に及ぼす影響を調べてい

る．Fig. 1.16 は Prinzivalli らが顕微鏡観察したイチゴの組織写真である．図中の F は

脱水前，O は浸透圧脱水後，A は温風乾燥後の試料を示し，数字は処理時間を意味す

る．脱水前の細胞形状と比較して，脱水時間が多くなるほど細胞が小さくなり，細胞

膜が歪む．脱水によって凍結時の氷晶成長は抑えられるが，O6 のような状態まで脱

水されると食感がなくなってしまうため，食品としての価値が失われる． 

1.4.2  マイクロ波減圧乾燥法を用いた脱水冷凍 

前述したように，浸透圧作用や温風乾燥を利用した水分除去にはいくつかのデメリ

ットがある．これらのデメリットを解消する方法としてマイクロ波減圧乾燥法（鶴

田・林, 2006）が挙げられ，この技術を用いた脱水冷凍（マイクロ波デハイドロフリ

ージング）が提案されている．これまでに，マグロとイチゴにマイクロ波デハイドロ

フリージングを施し，予備乾燥による冷凍時間の短縮，ならびに凍結時の氷晶成長を

抑制する効果が示されている（鶴田・ハミディ, 2008）．また，サバを試料とした解凍

挙動の観察を行い，氷晶成長に起因する組織損傷を軽減することで，解凍時において

冷凍前の細胞形状へ復元できる可能性が示唆されている（ハミディ・鶴田, 2009）． 

マイクロ波減圧乾燥法の原理図を Fig. 1.17 に示す．マイクロ波減圧乾燥の特色の一

つは，真空容器内を減圧し沸点を下げて常温乾燥を可能とすることである．Fig. 1.18

は水の蒸気圧曲線を示しており，約 5 kPa 程度まで減圧された雰囲気では約 30 
o
C で

Fig. 1.16  Photomicrograph of microstructure of strawberries after osmotic dehydration 

or hot-air drying (Prinzivalli et al., 2006). 
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水が蒸気となる．この温度帯であれば乾燥体への熱的ダメージはほとんどないと考え

られる．二つ目は，マイクロ波によって選択的に水分へ蒸発潜熱を供給し乾燥を行う

ことである．これによって，効率的な予備脱水を行うことができる．脱水冷凍にマイ

クロ波減圧乾燥法を適用する最大の利点は，食品中の水分分布を冷凍に適した分布に

変化させる点である．Fig. 1.19 は 3 cm 角のダイコンをマイクロ波減圧乾燥によって

Fig. 1.17  Microwave vacuum drying with air intake system. 

Fig. 1.18  Vapor pressure curve of water. 
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乾燥させた際の内部水分分布を捉えた MRI 画像である（田中ら, 2007）．マイクロ波

減圧乾燥を施すことによって，試料内部の水分が外表面に滲み出して常温で蒸発する

ため，水分が表層部に多く，内部に少ないという特徴的な分布を呈していることが図

からわかる．冷凍時には，表層部は急冷が可能であり，冷却速度の落ちる内部では水

分が減じられており，氷晶成長を抑える点において効果的な水分分布が形成されてい

る．食品中などに存在する水は二種類に区別され，一つは自由水，もう一つは結合水

と呼ばれている．自由水は熱力学的に自由に運動することのできる状態の水である．

その一方で，食品中の可溶性成分を溶かしているほか，主成分であるタンパク質の活

性基，あるいは炭水化物の活性基である水酸基などと水素結合しているものが結合水

である．予備乾燥時の乾燥速度は終始同一ではなく，自由水は容易に気化するが結合

水は気化しにくい．また冷凍過程では，結合水が食品の構成成分と結合してその活性

基を安定化していることから，−30 
o
C くらいまで冷却しても凍結しないと言われてい

る． 

 

Fig. 1.19  MRI images of radishes (3 cm squares) after microwave vacuum drying (田中

ら, 2007). 

(a) 17.5 g/g-dry 

(100 %) 

(b) 12.0 g/g-dry 

(68.8 %) 

(c) 8.65 g/g-dry 

(49.4 %) 
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1.5  冷凍保存に関する研究の現状 

1.5.1  解凍過程に着目した既存報告 

冷凍過程を経た食品・生体は解凍されて初めて利用の道が開かれる．そして，解凍

過程において氷晶を融かし，可能な限り元の状態へ戻るようにすることが最良の解凍

法となる．とはいえ，解凍によって冷凍時の組織損傷が改善されることはないため，

冷凍・解凍過程のそれぞれで最適な方法・条件を選択することが必要となる．解凍時

の主な損傷要因には，水の再結晶化が挙げられる．再結晶化は，解凍中に小さな氷晶

の融解と結合が同時に起こることで，より大きな氷晶が形成される現象である（Cao et 

al., 2003）．正確な定義は，「結晶固化完了後の結晶の数，大きさ，形状，方向性，周

期性の度合いの変化」とされていて，解凍に限った話ではない（萩原, 2011）．再結晶

化に起因する損傷の痕跡や，高濃度溶液の凍結過程における氷晶成長を顕微鏡観察し

た報告（Hagiwara et al., 2002; 小城ら, 2006）はいくつかあるが，組織内での発生機構

および条件に関して詳細を示した研究例は少ない．とはいえ，解凍を速めることによ

って再結晶化の防止が可能となることから，急速解凍を推奨する意見が多くなってい

る． 

冷凍過程においては，細胞内凍結が発生しない冷却速度で急速凍結させることが，

氷晶による組織損傷を防ぐための定石となっている．対照的に，解凍過程については

冷凍や貯蔵過程に比べて知見が少なく，様々な見解が示されている．例えば，御木と

西元（1987）は凍結魚の解凍において，品質の良否を決定する因子が解凍前の品質・

解凍速度・解凍終温度・解凍方法の 4 つであるとし，解凍速度については微生物的な

衛生上の問題から，できるだけ低温で迅速に解凍を行うことが理想であると述べてい

る．また，解凍終温度が低いほど，ドリップロスを抑制する傾向にあり，解凍終温度

の影響は大きいと考察している．この他にも，急速解凍に優位性のあることを示した

報告がある（阿部ら, 2009; Eastridge and Bowker, 2011）．阿部ら（2009）は，解凍速度

と解凍魚肉タンパク質の変性度およびドリップ流出量との関係を魚種別に示し，急速

解凍によって変性が抑制されるとともにドリップ量が少なくなると論じている．Seki 

and Mazur（2008）の研究によれば，ネズミの卵細胞を解凍する場合，2200 
o
C/min 以

上の解凍速度で素早く解凍することで，失透（devitrification）を起こさずに高い生存

率が得られるという． 
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一方，尾藤（1986）はマアジおよびコイを試料に用い，解凍硬直と解凍速度の関係

を考察し，融点付近での緩慢解凍が解凍硬直の抑制に有効であることを示唆している．

また，細胞外凍結した氷が水になり，再び筋組織がその水を吸収するための時間確保

も考慮すべき点である（福迫・稲葉, 1996; 日本冷凍空調学会編, 2000）．多田ら（1996）

は，細胞壁から単離された小麦プロトプラストの凍結・解凍実験を行い，細胞の吸水・

回復挙動と生存状態との関係を示している．その中で，プロトプラストのように細胞

膜が脆い細胞をゆっくり凍結した場合，膜の保護を念頭において解凍速度を決める必

要性が示されている．すなわち解凍過程において，細胞への急激な水分流入や細胞外

からの大きな浸透圧ストレスは膜に大きな負担を与えるため，損傷を低減するために

緩慢解凍が有効であるとしている． 

1.5.2  数値解析を利用した既存報告 

近年の計算機の進歩にともない，単一細胞や食品・生体組織を保存対象とした冷

凍・解凍過程の数値解析が行われている．分子スケールでは，凍害防御剤であるエチ

レングリコールとグリセリンの水素結合能への温度および濃度の効果や，細胞膜を模

した脂質膜の構造や透過性に対するジメチルスルホキシド（DMSO）の影響が分子動

力学（MD）シミュレーションによって示されている（Weng et al., 2011; Lin et al., 2012）．

また，MD シミュレーションを用いたグリセリン溶液のガラス転移温度予測が Li ら

（2008）によって行われており，示差熱量測定値との比較が示されている． 

単一細胞程度の大きさになると，細胞膜を介した水分輸送に着目したモデルが提案

されており，冷凍過程での細胞収縮を含む計算結果が示されている．Mazur and 

Koshimoto（2002）は，マウス精子の冷凍保存における高冷却速度（260, 530 
o
C/min）

での生存率低下について，細胞内氷核生成以外の原因を探るために数値計算を行って

いる．Mao ら（2003）は単一細胞と氷晶との間で起こる相互作用に着目し，食塩水で

満たされた半透膜で形成される閉空間を細胞と見なしてモデル化している．計算結果

には細胞外溶液の凝固領域が発達する様子も示されており，Mazur のモデルとの比較

も行われている．また，細胞タイプごとに細胞内核生成と氷晶成長を予測するモデル

の提案や，細胞内液のガラス転移を誘起するための CPA 添加温度の最適化が報告さ

れている（Yang et al., 2009; Liu et al., 2012）．少数ではあるが，冷凍保存された単一細

胞の解凍について数値計算を行った例がいくつかある．Karlsson（2001）は，冷凍時

に非結晶状態にある細胞内液が解凍過程で結晶化する現象（devitrification）において，
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冷凍時の細胞脱水がどのような影響を及ぼすかを数値的に検証している．Weng ら

（2010）は，細胞膜を介した水分輸送現象を非理想溶液の仮定に基づいてモデル化し，

冷凍・解凍過程の数値解析結果と理想溶液での結果との比較を行っている． 

サイズの大きい食品・生体が対象となると，冷凍過程における凍結時間や組織表面

での熱伝達率を予測するために数値解析が行われている（Delgado and Sun, 2001）．一

方，組織細胞の収縮状態の把握を目的として，冷凍過程における細胞内核生成を考慮

した熱・生物物理学モデルが提案されており，血管部と細胞部を表現するために Fig. 

1.20 のような Krogh シリンダーをベースとしたモデルが提案されている（Bischof and 

Rubinsky, 1993; Devireddy et al., 2002）．Hayashi ら（1994）は簡易化された物理化学モ

デルを用いて，単一細胞あるいは生体組織を対象とした冷凍過程におけるマイクロス

ケール挙動解析を行っている．また，解凍過程の数値解析に関する既存報告が比較的

少ない中で，このモデルは解凍過程での細胞挙動シミュレーションにも適用されてい

る（百生ら, 1996）．白樫と棚澤（1995）は，細胞同士が離れていると見なせる組織を

対象として，他の報告でも考慮されている細胞内外液間の膜輸送のみならず，物質輸

送が細胞外の基質においても存在すると仮定したモデリングを行っている．この白

樫・棚澤の数値解析モデルは，生体組織だけでなく溶液系食品材料の凍結においても

利用されている（上西ら, 2003）． 

Fig. 1.20  Krogh cylinder model (Devireddy et al., 2002). 
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1.6  本論文の研究内容 

食品・生体の冷凍保存の研究分野では，実験と解析の両面において解凍過程に関す

る既存報告がまだ少なく，明確な指針が示されていない現状がある．解凍速度は解凍

品の最終状態を決定する上で重要なファクターとなるが，再結晶化防止と細胞膜保

護・細胞復元との観点が相反しているため，意見が収束していない．また，組織の冷

凍保存をシミュレートする数値解析モデルとして，細胞脱水や核生成理論を取り入れ

た例がいくつかあるものの，冷凍・解凍時の組織状態をこと細かく示しているものは

少ない．それ故に本論文では，食品・生体の冷凍保存を改善するために行われる脱水

冷凍法について，その冷凍と解凍過程における組織内の熱・物質移動現象を明らかに

するとともに，氷晶による組織損傷機構との関連を調べ，より高品位な冷凍保存を可

能とするための冷凍・解凍方法に関する提言を行うことを目的としている． 

 

本論文の構成と概要を以下に示す． 

第 1 章「序章」では，まず，細胞の凍結保存に関して従来述べられている生存率と

冷却速度との関係および氷晶成長機構について説明した．さらに，細胞組織内で起こ

る現象への理解を深めるために，細胞が存在することで生じる水分挙動について整理

した．また，氷晶成長の抑制効果を有する脱水冷凍法の一つであるマイクロ波デハイ

ドロフリージングの概要ならびに既往研究を紹介するとともに，本論文の研究目的を

示した． 

第2章「マイクロ波デハイドロフリージングによる凍結魚肉組織の冷凍・解凍特性」

では，再結晶化防止と細胞膜保護・細胞復元との間で解凍速度に関する意見が相反し

ている背景を踏まえて，脱水冷凍を施した魚肉組織（サバとタイ）について，解凍速

度と魚種による組織損傷の違いを調べ，冷凍・解凍特性との関連を検討している．そ

の中で，タイの筋組織内部において再結晶化による損傷が確認されたため，その発生

形態を明らかにすることが本論文での大きな目標となっている． 

第 3 章「魚肉組織の冷凍過程における数値解析と実験との比較」では，魚肉組織の

冷凍過程における予備脱水の影響を明らかにすることを目的とし，組織内の熱・物質

移動を記述するための二重セルモデルを構築し，数値解析を行って実験結果と比較し

ている． 
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第 4 章「魚肉組織由来溶液の溶質分配係数の測定」では，脱水冷凍においてその影

響が顕著になると予測される凍結濃縮効果を考慮するため，固液界面における溶質掃

出しを記述する溶質の分配係数を実験的に評価している．測定対象には，生体の冷凍

保存に関する数値解析で多用されている NaCl 水溶液に加え，第 2 章で魚種の違いを

確認するために取り扱ったサバとタイの組織液を選定している．方向性凝固観察法を

用いた実験観察によって，溶質分配係数を簡易的に測定できる方法を提案するととも

に，計測値について先行研究との比較を行い，本手法の有効性を確認している． 

第 5 章「魚肉組織の冷凍過程における細胞収縮と細胞ダメージとの関係」では，第

3 章で提案した二重セルモデルに，細胞内核生成理論と氷・過冷却水間での蒸気圧差

に基づく水分輸送機構を導入する．このモデルを用いて冷凍過程の数値解析を再度行

い，細胞収縮と細胞損傷との関係について調査している．中でも，マイクロ波減圧乾

燥による予備脱水と魚種の違いに着目し，パラメータを変えて数値解析を行うことに

よってそれらの影響を定量的に評価している． 

第 6 章「凍結魚肉組織の解凍過程における水分の再結晶化」では，タイの筋組織内

部で発生した再結晶化が melt/refreeze に起因する現象であるかの検証を目的とし，二

重セルモデルを用いた解凍過程の熱・物質移動数値解析を行っている．その結果，

melt/refreeze に基づいて想定した再結晶化プロセスが起こり得ないと考えられ，氷晶

成長が解凍時再結晶化の主な原因になるという考えに帰着している． 

第 7 章「組織細胞内における氷晶成長速度の実験評価」では，第 6 章で得られた結

果を踏まえ，タマネギ表皮組織における細胞内水分の凍結挙動を顕微鏡観察している．

特に，含水率の氷晶成長速度への影響を検討した結果について述べており，細胞内氷

晶の成長抑制に対する予備脱水の有効性を実験結果から論じている．また，タイの筋

組織内部での再結晶化による損傷については，氷晶成長速度の影響が大きいことを推

察している． 

第 8 章「総括」では，本論文の研究で得られた成果について述べている． 
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第 2章 

マイクロ波デハイドロフリージングによる凍結魚

肉組織の冷凍・解凍特性 

2.1  緒言 

冷凍された食品は解凍処理を経て使用されることがほとんどである反面，解凍方

法・条件の影響に関する知見は少なく，様々な見解が述べられている．特に解凍速度

については，タンパク質変性や再結晶化を防止する観点から迅速な解凍を推奨する意

見（阿部ら, 2009; Eastridge and Bowker, 2011）と，筋組織への水分再吸収プロセスや

細胞膜保護を重視して緩慢解凍を支持する意見（多田ら, 1996; 福迫・稲葉, 1996）と

に分かれているが，それぞれの利点を有する解凍速度が一意的に定まるようにも思わ

れる．すなわち，冷凍時には Mazur の N 曲線という大まかな指針が示されているよ

うに，解凍過程においても検証を積み重ねることで，生存率あるいは組織復元率に対

する解凍速度の影響を明らかにすることが重要と考えられる． 

また，凍結時の組織状態が解凍後の復元に影響することも検討すべき部分であるこ

とから，Hamidi（2009）は，マイクロ波デハイドロフリージングを施したサバの凍結

組織の融解過程を顕微鏡観察し，解凍時の組織復元に対する組織内氷晶サイズの影響

について次のように考察している．Fig. 2.1 は，未凍結状態のサバの筋組織と−80 
o
C

で凍結した組織の顕微鏡写真である．ほとんどの氷晶が筋組織の外側に生成しており，

細胞外凍結が支配的であることがわかる．また，氷結晶の成長によって筋組織が機械

的ストレスを受け，新鮮な状態と比べて収縮している様子を確認できる．次に，冷却

温度条件と脱水量を変えて得られた氷晶相当直径と筋組織の圧縮の度合いについて

評価した結果が Fig. 2.2 である．横軸は氷晶相当直径であり，縦軸に凍結前のサバの

筋組織の大きさ（断面積で評価し，Viとする）と凍結時の氷晶成長によって収縮した



 

 

Chapter 2 

-29- 

 

筋組織の大きさ（Vd）の比を示しているが，氷晶サイズが大きくなるほど筋組織が収

縮変形している．また，解凍した筋組織の復元割合と氷晶による収縮率 Vd/Vi との関

係が Fig. 2.3 である．Vd/Viが 0.8 以上では 60 %以上に復元するが，氷晶による収縮が

進むと急激に復元率が低下している．上記の Hamidi による結果と考察から，凍結時

の氷晶によるストレスが小さい筋組織ほど解凍後に復元する割合が高まる，つまり解

凍過程の水分再吸収が重要になると考えられる．そこで本章では，氷晶の微細化を可

能とするマイクロ波デハイドロフリージングを施した魚肉組織について，解凍速度お

よび魚種による違いを調べ，冷凍・解凍特性を検討することにする．

Fig. 2.1  Photomicrographs of cross section of mackerel. 

: 200 m muscle tissues ice crystals 

(a) Fresh. (b) Frozen at −80 
o
C. 
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Fig. 2.2  Volume of deformed muscle fiber after freezing (Vd) normalized by initial 

volume of muscle before freezing (Vi) as a function of equivalent ice crystal diameter. 

Fig. 2.3  Percentage of recovered muscle after thawing as a function of Vd / Vi, volume of 

deformed muscle fiber after freezing (Vd) normalized by initial volume of muscle before 

freezing (Vi). 
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2.2  実験装置および実験方法 

2.2.1  マイクロ波減圧乾燥 

マイクロ波減圧乾燥装置の概略図をFig. 2.4に示す．真空チャンバーは，内径600 mm, 

高さ 400 mm の円柱形で，内容積は約 100 L，材質は SUS304 である．また，容器の底

には直径 500 mm のターンテーブルを設けている．真空チャンバー正面には観察窓を

備え，実験中の試料状態を観察することができる．チャンバー内は真空ポンプによっ

て減圧され，圧力調節はポンプのバルブ操作で行われる．この真空チャンバー内に窒

素ガス（~3.5 L/min）が流入し，蒸気と共に真空ポンプによって排出される．この気

流導入によって乾燥の高速化が可能となる．温度測定には，マイクロ波の影響を受け

ない蛍光式光ファイバー温度計（安立計器, FL-2000SP）を用いている．圧力センサに

ついてもマイクロ波の影響を考慮して容器外に配し，おおよその内圧を測定している．

実験中の温度および圧力は計測器（HIOKI, 8421-50）を経由して PC に記録される．

減圧乾燥の条件は，チャンバー内圧力を 5 kPa 以下に保ち，試料温度が 27 
o
C を超え

ないように 100 W の照射モードにおいて照射制御を行った． 

Fig. 2.4  Microwave vacuum drying system. 
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2.2.2  試料の予備脱水および冷凍 

本実験では，玄界灘で早朝釣り上げられたサバ，および愛媛県産養殖のタイを使用

した．朝シメ処理を施した後に，サバは頭と尾ひれを落として内臓を取り除き，胴部

を厚さ 20 mm にスライスしたもの（含水率 約 60 %，質量 約 45 g），タイは厚み

20 mm の切り身にしたもの（含水率 約 70 %，質量 約 30 g）を用意した（Fig. 2.5

参照）．サバには初期質量ベースで 3, 5 %，タイには 3, 5, 10, 20 %の脱水量までマイク

ロ波減圧乾燥を行ない，−80 
o
C の冷凍庫内（三洋電機，MDF-U383）で凍結した．冷

凍過程における温度履歴は，T 型熱電対（素線径 0.25 mm）を用いて Fig. 2.6 のように

表面から 10 mm における温度を測定した． 

Fig. 2.5  Experimental tissues. 

(a) mackerel (b) sea bream 

Fig. 2.6  Temperature measurement points in tissues. 

(a) mackerel (b) sea bream 
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2.2.3  解凍方法およびドリップロスの測定 

試料の解凍は，室温解凍（25 
o
C）および冷蔵庫内（三洋電機，SRR-G1261CS）で

の緩慢解凍（8 
o
C）の 2 つのパターンを検証した．解凍過程における温度履歴は，冷

凍過程と同様の方法で測定される．また，解凍時に発生するドリップについては，解

凍前後における試料の質量変化を解凍前の質量で除したものをドリップロスと定義

し，解凍開始から 24 時間後までの時間変化を測定した．なお，ドリップロス測定に

は各条件で試料を 3 サンプルずつ使用した．また，霜による解凍試料の質量への影響

を防ぐために，保存用バッグ内で試料を密封した状態で解凍し，その都度バッグから

取り出して質量測定を行った． 

2.2.4  凍結・解凍後の組織観察 

凍結時に生成する氷晶の様子とその相当直径を知るため，凍結試料の顕微鏡観察を

行った．凍結試料の観察方法を Fig. 2.7 に示す．まず，凍結試料からブロックを切り

出し，凍結包埋剤にブロックを浸した後に液体窒素中で凍結凝固させ，薄切片作成用

のブロックを作成した．そして，ブロックからミクロトーム（LEICA，CM1510S）に

より−30 
o
C の雰囲気で 10~20 m に切り出された薄切片を，温調可能な顕微鏡用加熱

冷却ステージ（Linkam，10008）に設置する．このとき，移動中の切片の融解を防ぐ

ため，ミクロトーム内で銅板を冷却し，その上にカバーガラスで挟んだ観察切片を置

いて構成する．Fig. 2.8 に示す加熱冷却ステージ上に設置後，デジタル顕微鏡で観察

し，氷晶の相当直径を求めた．相当直径 deは以下の式により算出される． 
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 (2.1) 

ここで，a は氷晶の長径，b は短径である．相当直径の測定には各条件で試料を 2 サ

ンプルずつ使用し，抽出した氷晶数はあわせて 100 個以上であった． 
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Fig. 2.7  Preparation for cryo-section. 
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Fig. 2.8  Experimental apparatus for ice crystal observation. 
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また，解凍損傷の程度を観察するために，ヘマトキシリン・エオジン染色を行った．

試料を 10 %ホルマリン溶液に 2 週間浸漬して細胞組織を固定する．固定後，余分な

固定液を流水洗浄した後に試料をスクロース溶液に浸漬し，試料中水分を 1~2 日間か

けて置換する．その後，凍結組織観察と同様の方法を用いて 10~20 m に切り出し，

切片をヘマトキシリンで 5 分間染色する．染色後，15 分間の流水洗浄を施し，エオジ

ンで 2 分間染色を行い，エタノールに 5 分間浸漬して観察切片を作成した．解凍組織

の観察は条件毎に 3 サンプルの試料に対して行われた． 

2.2.5  解凍状態の顕微鏡観察 

解凍過程における組織復元の様子を観察するため，顕微鏡用加熱冷却ステージを利

用した．氷晶観察と同様に観察切片を 10~20 m に切り出し，Fig. 2.9 に示すように，

−10~0 
o
C の融解温度帯における 2 パターンの昇温速度条件下で観察し，組織の水分再

吸収への解凍速度の影響を検討した．観察は，条件毎に試料 2 個の筋組織の長手方向

に対して行い，凍結後および解凍後の状態を比較した． 

Fig. 2.9  Temperature control of microscope stage. 
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2.3  実験結果と考察 

2.3.1  魚肉組織における氷晶の大きさ 

Fig. 2.10 は−80 
o
C で凍結したサバとタイの温度履歴であり，サバについては未脱水

試料と 3, 5 %予備脱水試料，タイについては未脱水試料と 10, 20 %予備脱水試料の測

定結果を示している．サバでは予備脱水による凍結時間短縮効果が見られるのに対し，

タイの測定結果からはその効果を確認できない．しかし，試料内水分を減じたことに

より，平衡凝固点が低下していることは確認できる． 

Fig. 2.10  Temperature histories in freezing process. 
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Fig. 2.11 は，凍結したサバとタイの組織内に生成された氷晶の顕微鏡写真であり，

図中のパーセンテージは脱水量を表している．サバとタイのどちらにおいても，筋組

織外での氷晶形成が支配的であり，組織内部には形成されていない．これらの顕微鏡

写真から評価した氷晶の相当直径と，予備脱水量との関係を Fig. 2.12 および Table 2.1

に示す．図中のプロットは平均相当直径であり，エラーバーは標準偏差に基づいてい

る．サバについては，3, 5 %の予備脱水によって氷晶が小さくなる傾向を確認できる

が，タイでは 10 %以上に脱水しなければ氷晶サイズに変化が表れないことがわかっ

た．この原因を探るために，今回使用したサバとタイの初期含水率を測定したところ，

Fig. 2.11  Photomicrograph of tissues frozen at −80 
o
C. 

(a) mackerel (0, 3, 5 %) (b) sea bream (0, 10, 20 %) : 200 m 
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60 %のサバに対して，タイは 70 %であった．水分の多いことが，脱水による氷晶成

長の抑制効果に差が生じた理由と思われる． 

2.3.2  サバの解凍挙動 

まず，サバについて解凍速度の影響を見ることにする．Fig. 2.13 には室温解凍（25 

o
C）と冷蔵庫内解凍（8 

o
C）の二つの解凍条件での温度履歴を示している．脱水量に

よる差はあまり見られないが，当然のことながら冷蔵庫内の緩慢解凍では固液共存状

態が長く続いている． 

Fig. 2.12  Equivalent diameter of ice crystals in mackerels and sea breams. 

0

20

40

60

80

100

E
q

u
iv

a
le

n
t 

d
ia

m
et

er
 (


m
)

Non-

dehydration

3 % 5 % 10 % 20 %

Mackerel

Sea bream

Table 2.1  Equivalent diameter of ice crystals in frozen tissues. 

 
Non- 

dehydration 
3 % 5 % 10 % 20 % 

Mackerel 
77.96 

(16.45) 

73.98 

(17.71) 

62.99 

(10.26) 
- - 

Sea bream 
66.92 

(18.35) 

65.81 

(26.21) 

62.19 

(20.92) 

63.31 

(23.97) 

51.78 

(17.66) 

(Data are presented as a mean and a standard deviation in brackets.) 
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Fig. 2.14は，解凍速度の違いによるドリップ流出の差を示したもので，横軸に時間，

縦軸に試料のドリップロスをとっている．ドリップロスは時間とともに増加している

が，緩慢解凍の方が急速解凍よりもドリップロスを低減している．しかし解凍終温度

が高くなると，魚肉タンパク質の変性により保水性が低下するため，解凍速度以外の

要因もドリップ流出に影響している可能性がある（御木・西元, 1987; 阿部ら, 2009）．

ただ，予備脱水を施すことにより，両解凍条件ともドリップロスが減少することを確

認できる． 
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Fig. 2.14  Drip loss of mackerels in thawing process. 
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解凍後のサバの顕微鏡写真を Fig. 2.15 に示す．凍結前と比較すると，矢印で示すよ

うに筋組織間の境界部に損傷がいくつか確認されるが，予備脱水を施すことによって

損傷の程度が抑えられ，急速解凍よりも緩慢解凍の組織損傷が少なくなることが伺え

る．ここで，解凍過程における水分再吸収挙動の観察には，筋組織長手方向がわかり

Fig. 2.15  Photomicrograph of micro-structure of mackerels after thawing. 

(b) Thawed at 25 
o
C. (c) Thawed at 8 

o
C. 
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やすい．一例として，Fig. 2.16 に，未脱水のサバを急速解凍した結果をステージ温度

とともに示している．解凍過程では，まず筋組織が融解を始め，次に筋組織周辺の氷

晶が融解し，その水分を筋組織が徐々に取り込むことにより膨潤する．さらに昇温す

ると組織外氷晶が完全に融解して水へと変わる．筋組織から融解が始まる理由は，凍

結時に細胞外凍結が支配的であることから，筋組織中の水分が脱水されて凝固点降下

を起こしているためである． 

次に Fig. 2.9 に示した急速・緩慢の 2 種類の解凍速度に対する長手方向の組織観察

から，水分再吸収に及ぼす予備脱水量の影響を調べた結果を Fig. 2.17 に示す．縦軸に

水分再吸収率をとり，横軸を予備脱水量で整理している．再吸収率は，凍結前の状態

が確認できなかったことから，凍結筋組織と水分再吸収後の筋組織との面積比で表現

した．Fig. 2.17 から，両解凍条件とも予備脱水を施すことで再吸収率が高くなること

がわかる．また，急速解凍に比べて，緩慢解凍による再吸収量の増加が進んでいる．
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(a) −9.8 
o
C 

Fig. 2.17  Re-absorption ratio of mackerels after thawing. 
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2.3.3  タイの解凍過程における再結晶化 

試料をタイに変えて，同様の実験を行った．まず，予備脱水量 0, 10, 20 %のタイに

について，各解凍条件での温度履歴を Fig. 2.18 に示す．サバでの測定結果と同様に，

緩慢解凍の方が急速解凍に比べておよそ 3 倍程度長く固液共存状態が続いている． 

次に，解凍時のドリップ流出量を Fig. 2.19 に示す．解凍速度の違いに着目すると，

緩慢解凍によってドリップ流出が抑制されており，未脱水試料においては急速解凍に

比べておよそ半分のドリップロスを防ぐことができている．また，サバでは 3 %の予
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Fig. 2.18  Temperature histories of sea breams in thawing process. 

Fig. 2.19  Drip loss of sea breams in thawing process. 
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備乾燥でドリップロスを 4 %程度にまで低減できたが，タイでは 10 %の予備乾燥が必

要となっている．これは，タイの初期水分率が高いことに影響を受けていると考えら

れる． 

解凍後の筋組織の顕微鏡写真を凍結前と比較して Fig. 2.20 に示す．予備脱水を行わ

ない場合は，サバの場合に見られた組織間の損傷と異なり，組織内部での損傷が緩慢

解凍に多く発生している．冷凍法は同じであり，先に述べたように組織内には氷晶が

形成されていなかったことから，解凍時の再結晶化による氷晶成長が原因と判断され

る．すなわち，緩慢解凍は水分再吸収の時間を長くするため，組織内への水分流入に

よる凝固点上昇が生じ，昇温過程における組織内での再結晶化の可能性が高まるもの

と推察する．ここで想定した再結晶化は，melt/refreeze と呼ばれる発生形態と同様で

あると考えられ，温度の上下変動によって引き起こされるものである．温度が上昇し

た際に氷の一部が融解すると，比較的小さな氷晶は消失して水となる．次に温度が降

下した際，相平衡に従って，凍結濃縮相の水が残存していた氷晶上で再び結晶化する

過程が melt/refreeze である（Sun, 2006）．想定される再結晶化プロセスにおいて，予

備脱水によって内外の水分を減ずれば，解凍過程における水分再吸収による濃度変化

は相対的に小さくなり，組織内の凝固点上昇も小さく，再結晶化が生じずに解凍が進

行すると考えられる．実際，Fig. 2.20 の緩慢解凍の組織では，予備脱水量とともに組

織内に生じる損傷が減少していることを確認できる．これらの損傷状態については，

同じ脱水条件の試料間で定性的に傾向が一致していた．したがって，魚種によっては

その水分量の違いから，解凍過程での水分再吸収が組織内での再結晶化をもたらすこ

とに注意が必要であり，水分再吸収による組織復元と再結晶化の問題の両面からの最

適化が必要と思われる．加えて，再結晶化速度の大きい温度帯を通過する時間も冷凍

過程と同様に重要と考えられ，残存していた氷晶が成長することで組織内部での損傷

が引き起こされた可能性もあるため，定量的評価においてより詳細な速度論的検討が

必要と思われる．
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(b) Thawed at 25 
o
C. (c) Thawed at 8 
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: 200 m 
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Fig. 2.20  Photomicrograph of micro-structure of sea breams after thawing. 
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最後に，解凍時の組織内水分挙動を Fig. 2.21 と Fig. 2.22 に示す．Fig. 2.21 は 5 %の

予備脱水に Fig. 2.9 に示した緩慢解凍を施した試料の顕微鏡写真である．サバと同様

に，筋組織が融解した後に周囲の氷晶が融解する解凍プロセスが確認された．この解

凍時の観察写真から，水分再吸収率を求めて予備脱水量で整理した結果が Fig. 2.22 で

ある．サバでは緩慢解凍による再吸収量の増加が顕著に表れたが，タイに関しては脱

水量の多い場合に水分再吸収をわずかながら改善する結果となった．先にも述べたよ

うに，解凍時の再結晶化が原因と考えられ，魚種間での初期水分率や筋組織の膜透過

性などの差異が影響すると考えられ，組織内水分挙動に着目した検討が必要であると

考える．
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Fig. 2.21  Photomicrograph of longitudinal section of sea breams (5 % dehydration) 

during slow thawing. 
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Fig. 2.22  Re-absorption ratio of sea breams after thawing. 
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2.4  結論 

マイクロ波デハイドロフリージングを施した魚肉組織について，凍結時の氷晶サイ

ズと解凍後の復元状態との関係に着目し，解凍速度の影響を検討した結果，以下の結

論を得た． 

(1) 本脱水手法による氷晶微細化が，筋組織の変形を抑制し，解凍時の水分再吸収に

よる組織復元に寄与することが確認された． 

(2) サバにおいては，緩慢解凍が組織内への水分再吸収に効果的であり，解凍時のド

リップを低減すること，および予備脱水によってその効果が高まることがわかっ

た． 

(3) タイにおいては，緩慢解凍は組織内に再結晶化による損傷が発生しやすいものの，

脱水量を多くすれば再結晶化による損傷を抑制できることがわかった． 

(4) (1)~(3)から，魚種による水分量の差異が重要になると考えられ，最適な脱水冷凍

を考えるには，解凍過程における水分挙動の把握が重要と思われる． 
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第 3章 

魚肉組織の冷凍過程における数値解析と実験との

比較 

3.1  緒言 

本論文第 2 章では，冷凍時の細胞損傷の抑制法であるマイクロ波デハイドロフリー

ジングについて，魚肉組織の冷凍・解凍実験による効果の検証を行った．上記手法は

食品中水分の脱水操作を含んでおり，最適な脱水冷凍を行うためには組織内における

熱・物質輸送過渡特性の理解が重要となる．しかし，その温度場や濃度場を実験から

把握することは容易ではないため，数値解析を利用したアプローチが有効となる．現

在，生体組織の冷凍保存に関する数値解析が広く行われており，冷凍過程における細

胞状態の把握を目的とした熱・生物物理学的モデルがいくつか作成されている．例と

して，血管部と細胞部を区別して表現するために Krogh シリンダーをベースとしたモ

デル（Bischof and Rubinsky, 1993; Devireddy et al., 2002）が提案されている一方で，

Hayashi ら（1994）は簡易化された物理化学モデルを用いて，単一細胞あるいは生体

組織を対象とした冷凍過程の細胞挙動解析を行っている．白樫と棚澤（1995）は，細

胞同士が離れていると見なすことができる組織を対象として，細胞内外液間での水分

輸送のみならず，細胞外基質における物質輸送機構を組み込んでモデリングしている．

しかし，予備脱水組織の冷凍に関して，前述したようなモデルを用いた数値解析は行

われておらず，冷凍時の組織状態についてこと細かく示した例はない．そこで本章で

は，マイクロ波デハイドロフリージングが凍結時の魚肉組織内熱・物質移動へ与える

影響を明らかにすることを目的とし，マイクロ波減圧乾燥時に形成される特徴的な水

分分布を考慮した 2 次元数値解析を行う． 
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3.2  解析モデルおよび数値解析方法 

3.2.1  二重セルモデル 

魚肉組織（サケ）の顕微鏡写真と解析モデル図を Fig. 3.1 に示す．赤い部分は筋組

織と呼ばれ，動物の体を作る組織の一つであり，筋線維の集合体である．また，筋組

織間の白い部分が細胞外マトリックスとなっていて，動的かつ機能的な働きをする．

細胞外マトリックスに存在する水分は自由水とみなせるため，予備脱水を行った際に

はまず細胞外マトリックスから脱水される．このような組織を細胞 VC，細胞外部分

VX で構成されるコントロールボリュームの集合体としてモデル化する（白樫・棚澤, 

1995; Cui et al., 2002）．解析モデルでは，各コントロールボリュームに細胞（筋組織）

が一つずつ含まれるように離散化を行う．これらのコントロールボリュームは，それ

ぞれ電解質水溶液の体積分率 WC, WXとタンパク質などの固相の体積分率 OC, OXで構

Extracellular compartment (X)

Cell (C)

Fig. 3.1  Photomicrograph of salmon and simulation model for fish tissues. 

: 200 m 

muscle tissue 

extracellular matrix 

Vx, Wx, Ix, Ox, Cx

i, j

i+1, ji-1, j

i, j-1

i, j+1

T

Vc, Wc, Ic, Oc, Cc

Salt, Heat

Salt, Heat

Salt, Heat

Salt, Heat

Water

Fig. 3.2  Heat and mass transfer model. 
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成される．初期状態において筋組織が多く分布していると考えられるので，細胞内外

の割合を 7 対 3 とした．Fig. 3.2 に示すように移動現象については，隣り合うコント

ロールボリュームとの間で熱伝導および細胞外液間で物質移動が生じるものとし，コ

ントロールボリューム内の温度は細胞内外に関わらず一様とする．また，細胞内外で

は浸透圧差に起因する水分輸送を考慮する． 

3.2.2  冷凍過程の数値解析 

20 × 20 mm
2の計算領域を 100 × 100 のコントロールボリュームに離散化し，時間ス

テップ 10 msec の下で陽解法を用いて解析を行う．計算領域の初期温度は 10 
o
C で一

様とし，冷凍庫内（雰囲気温度−60 
o
C）で熱伝達によって急速冷却される場合を考え

る．組織表面での熱伝達率は，自然対流における熱伝達率のオーダーに合わせて 20 

W/(m
2
∙K)とした． 

また，マイクロ波減圧乾燥による特徴的な水分分布の効果を検証することも，本研

究で数値解析を行う目的の一つである．PVA スポンジ（空隙率 90 %）に対して 200 W

Fig. 3.3  Moisture distributions in PVA sponge after microwave vacuum drying (200 W). 

Fig. 3.4  Initial moisture distributions used in this simulation. 

(a) 100 % 

(non-dehydration) 

(b) 95 % 

(5% dehydration) 

(c) 90 % 

(10% dehydration) 

(a) control (b) 20 min (c) 40 min 
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連続照射の条件下でマイクロ波減圧乾燥を行った場合の水分分布を Fig. 3.3 に示す．

本論文第 1 章の Fig. 1.19 に示したように，スポンジ内では同心円状の分布が存在して

おり，角部に多くの水分が集中する傾向を確認できる．また，表面層には常に水分が

多く存在していることもわかる．脱水量 5, 10 %の組織について，組織中心部から表

面にかけての水分分布を仮定したものが Fig. 3.4 である．仮定した水分分布では，中

心部から表面にかけての水分分布が線形近似されており，各コントロールボリューム

の水分量の総和が標記の水分率と一致するように分布を決定している．このとき，細

胞外水分が優先的に脱水されると考え，脱水組織については初期状態における細胞内

外の浸透圧差を考慮して解析を行っている． 

3.2.3  凍結因子の決定 

食品や生体の凍結シミュレーションを行う上で重要となるのが，含有水分が凝固す

る条件を考えることにある．凍結開始にともなって液相から固相へと相変化するため，

残液部でさらに凝固点降下が起こる．さらに，水の熱拡散率（1.466×10
-7

 m
2
/s）が氷

の値の 1/8 程度であることから，液相と固相の割合は熱伝導性にも影響を与えると考

えられるため，本項では凍結因子について述べることにする． 

細胞内液は細胞外液と比べて結合水の割合が高く，自由水が減少すると細胞内液濃

度は細胞外よりも高まりやすいと考えられる．したがって，凝固点は細胞内外で分け

て取り扱う必要がある．このことから，細胞内・外液の凝固点 TfC, TfXを次式で定義す

る． 

CfC

XXfX

aCT

C.C.T



  23106476760
 (3.1) 

細胞外凝固点に関しては，水に NaCl を添加し，濃度と融解特性の関係を調査した研

究例を参考にした（Woods et al., 1999）．細胞内凝固点については適切な計算式が見つ

からなかったため，濃度 CC の一次関数として仮定した．細胞内液における凝固点降

下度が細胞外よりも大きいことを考慮し，係数 a(>0)を 1.5 
o
C/wt.%と仮定した．塩分

濃度に対して TfC, TfXをプロットしたものが Fig. 3.5 である．なお，ここで示した計算

方法では，細胞内液の凝固に対する取り扱いが不十分であるため，細胞内核生成理論

によって凝固条件を判定するような計算方法が必要とされる． 
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細胞組織の凍結が進むと，局所で水の液相率と固相率の大小関係が逆転し始める．

固相率が高くなると，氷の熱伝導率や比熱などの熱物性が水の熱物性よりも支配的に

なるので，固相率の算出方法によって組織内の伝熱特性が大きく変化する．本研究で

は，固相率 Fsの算出に数値解法に適した算出法である温度回復法（大中, 1985）を用

い，過冷却を考慮しないものとする．ある領域 V（質量V）で固相率がFsだけ増加

したとすると，その潜熱放出量 Qsは次式から求まる． 

  hss LFVQ    (3.2) 

ここで，Lhは融解潜熱である．温度回復法では，まず潜熱の放出を考えずに温度場解

析を行い，過冷却度T(=Tf−T)を求める．T>0 ならば凝固が生じて潜熱の放出により

温度が Tfに回復するはずである．以上のことから，Qsは次式のようにも記述できる． 

TVCQ ps    (3.3) 

両式を等置すると， 

h

p

s
L

TC
F


  (3.4) 

が得られる．したがって，単位時間あたりの固相率変化は 

Fig. 3.5  Intracellular and extracellular freezing point vs. salt concentration. 
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tL

TC

t

F

h

ps









 (3.5) 

のように近似される．固相率が 1 ということは，その領域 V で凝固が完了している状

態を意味する．なお，細胞内外での温度の区別はないが，凝固点を区別していること

から固相率に関しても内外の区別を行うものとする． 

3.2.4  熱伝導 

魚肉組織の凍結過程における熱伝導について考える．熱物性値に関しては，水と氷

と不活性体の体積分率の加重平均値を計算中で用いることにする．まず，単位体積あ

たりの内部発熱量をもつコントロールボリューム（dxdy）に着目する．単位体積あた

りの発熱量は凝固過程における潜熱放出分に相当するので，水と氷の密度差が小さい

ことを考慮すれば 

h
sX

Xh
sC

C L
t

F
VL

t

F
V









iceice   (3.6) 

となる．上式において氷の密度を使用しているが，水の値を代わりに用いても結果へ

の影響は少ないと考えられる．コントロールボリューム内での熱収支を示すと，潜熱

放出項を含む熱伝導方程式が得られる． 

























































y

T

yx

T

xt

F
V

t

F
VL

t

T
C sX

X
sC

Chp  ice  (3.7) 

計算は陽解法を用いて行われ，上式の時間微分項を前進差分で離散化している．空間

微分項については，熱伝導率が相の違いによる変数であることに注意すると以下の

ように離散化できる． 
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 (3.8) 

この式で用いられている熱伝導率は，注目しているコントロールボリューム間の平均

値である．この熱伝導率を求めるために，Fig. 3.6 のような固液界面を考える．凍結

部分の状態は固相率によって表現され，各スカラーポイントでの値として定義される．

したがって，コントロールボリューム i と i-1 の境界が固液界面と見なされる．図か

ら，界面 W での熱流束 qWは 

i

Wi

i

iW
W x

TT

x

TT
q



22

1

1














 (3.9) 

TWを消去すると 

i i+1i-1

Frozen part

x

EW
x

Fig. 3.6  Harmonic average of thermal conductivity. 
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 (3.10) 

したがって， 

ii

W




11

2

1







 (3.11) 

のように，界面での熱伝導率が調和平均の形で得られることがわかる．このことから，

熱伝導方程式を解く際の熱伝導率には調和平均値を採用する． 

3.2.5  物質移動 

隣り合うコントロールボリュームの細胞外液間で濃度差がある場合，細胞外液に含

まれる溶質が物質拡散する．微小体積（dxdy）の物質収支を考えるために，CXと水溶

液の体積分率 WXに関して次式のように定義する． 

 
 
 
 

 
 ムの体積コントロールボリュー

の質量細胞外における水溶液

ムの体積コントロールボリュー

の容積細胞外における水溶液

の質量細胞外における水溶液

の質量細胞外液相の








w

X

X

W

C



NaCl

 (3.12) 

細胞外液相の質量濃度をSXとすると 

 
 

  SXXXw CW  
ムの体積コントロールボリュー

の質量細胞外液相のNaCl
 (3.13) 

固相率 FSXを用いて 

     XSXXXwXXwSX CFOVCW  1  (3.14) 

と表すことができる．コントロールボリューム内での物質収支は， 
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 (3.15) 

ここでは，拡散係数 D の温度依存性を無視している．上式の時間微分項に前進差分，

空間微分項に 2 次の中心差分を適用した次式を計算で使用する． 
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 (3.16) 

3.2.6  膜輸送 

細胞内・外液は半透膜である細胞膜で隔たれている．半透膜とは，一定の大きさ以

下の分子あるいはイオンのみを透過する膜である．本研究では，細胞内と細胞外部分

との間で浸透圧差に起因する交換流が生じるものとし，理想半透膜を想定して水分子

のみの透過を考える．生体膜輸送における水分輸送において 1 種類の溶質が存在する

場合，体積流 JVが次式から得られる（Schultz, 1980）． 

PKJ pV   (3.17) 

上式中の Kpは細胞膜透過率と呼ばれ，温度の関数として Arrhenius の式 























R

K

pgp
TTR

E
KK

p 11
exp  (3.18) 

から算出される．ここで，Kpg は参照温度 TR における膜透過率，EKp は活性化エネル

ギーである．また，P は溶液間の浸透圧差であり，van’t Hoff の浸透圧の式から 

 CX CCRTP   (3.19) 

となり，次式が得られる． 

 CXppwV CCRTKKJJ   (3.20) 

Fig. 3.7 に示すように，浸透圧の作用する方向は細胞外から細胞内へ水分が移動する
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方向を正としており，細胞内水分が流出する場合ではフラックス Jw が負となる．細

胞表面積を Acellとすると，単位時間あたりの細胞内・外間の水分交換量は 

  cellcell ACCRTKAJ
t

V
CXpw

W 



 (3.21) 

で表され，上式によって凍結過程における細胞収縮を考慮することができる． 

3.2.7  数値解析パラメータと熱物性値 

食品は不均質な混合系であるため，その熱物性の解析は難しく，その信頼性にも疑

問が残る．比熱については，構成する成分との間に加成性が成立する一方で，熱伝導

率は系内の伝熱構成に左右されるので加成性が成立しない．そのため，食品の熱伝導

率については体系化が進んでいない状況にある．そして食品の熱物性としては，物理

的性質，無次元パラメータ，次元の持つ特性（形，大きさ，体積）などの因子が重要

Fig. 3.7  Flux of membrane transport. 

Cell

Csc

Csx

Jw>0

Table 3.1  Food compositions of chum salmon (per 100 g). 

Moisture content (g) Protein (g) Adipo (g) Carbonhydrate (g) etc. (g) 

72.3 22.3 4.1 0.1 1.2 

 
Table 3.2  Thermo-physical properties of major food compositions. 

Properties Water Ice Protein Carbonhydrate Adipo 

 (kg/m
3
) 997 917 ~1300 ~1600 ~900 

Cp (kJ/(kg∙K)) 4.176 2.062 ~2 ~1.5 ~2 

 (W/(m∙K)) 0.583 2.220 0.2~0.3 0.2~0.4 ~0.2 
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となる．ここで，Table 3.1 にシロザケ 100 g あたりの食品成分を示す．表中の灰分と

は，一定条件下で灰化して得られる残分であり，食品中の無機質の総量を表している

と考えられている．また，主要な食品成分の熱物性は Table 3.2 に示されるような値を

とる．本研究ではタンパク質，炭水化物および脂肪を一つの不活性体と定義し，凍結

シミュレーションで使用する物性値を，上記のデータの質量による加重平均値とする． 

本研究で用いた数値解析パラメータと熱物性値を Table 3.3, 3.4 にそれぞれ示す．初

期水分率 M0と細胞直径 dcellは次項に示すサケでの実験結果から得られる．Kpgと EKp

の値については先行研究で用いられている値を参照する（白樫・棚澤, 1995;百生ら, 

1996; Devireddy et al., 2002）． 

3.3  魚肉組織の冷凍過程における温度測定 

解析結果と実験結果との比較を行うために，未脱水の魚肉組織（サケ，70 × 20 × 20 

mm
3）と，マイクロ波減圧乾燥法によって 5, 10 %（初期質量ベース）脱水されたサン

プルの冷凍時温度履歴を測定する．サンプルはデジタル温度調節された冷凍庫内に静

Table 3.3  Numerical parameters. 

Initial water fraction M0 55.0 [wt.%] 

Cell diameter dcell 150 [m] 

Cell membrane permeability Kpg 1.0 × 10
-13

 [m
3
/(N∙s)] 

Activation energy EKp 10.0 [kJ/mol] 

Universal gas constant R 8.314 [J/(mol∙K)] 

Diffusion coefficient in NaCl solution D 6.78 × 10
-10

 [m
2
/s] 

 

Table 3.4  Thermo-physical properties. 

Properties Water Ice Other contents 

 (W/(m∙K)) 0.583 7.549−2.894 × 10
-2

 T+3.454 × 10
-5

 T
2
 0.242 

Cp (kJ/(kg∙K)) 4.176 0.185+0.689 × 10
-2

 T 1.998 

 (kg/m
3
) 997.0 917(1.032−1.17 × 10

-4
 T) 1239.2 

 



 

 

Chapter 3 

-61- 

 

置され，雰囲気温度−60 
o
Cの下で凍結される．温度測定にはK型熱電対（線径 0.5 mm）

を用い，サンプル中心部と表面層（表面から 2 mm）の位置の温度を測定する． 

3.4  結果と考察 

3.4.1  表面層および中心部の温度履歴（実験結果との比較） 

魚肉組織（脱水量 0, 5, 10 %）の冷凍過程における温度履歴を Fig. 3.8 に示す．図中

Fig. 3.8  Thermal histories in freezing process. 
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では，組織表面層と中心部での温度履歴について解析結果と実験結果との比較を行っ

ている．温度履歴の比較から，解析結果が冷却特性を定性的に表現できていることが

わかる．冷却開始とともに組織の温度が凝固点まで減少しており，熱抵抗が小さい表

面層では凝固点を速く通過している．一方，中心部では凍結時間が長くなっているこ

とがわかる．組織からの潜熱放出は熱抵抗によって限定されており，水から氷への相

変化時間は水分量に依存する．それ故に，含水率の違いが相変化に必要な冷却エネル

ギーに影響する．これについては Fig. 3.8 が示しているように，脱水量が多くなるほ

ど凍結時間が短縮されている． 

3.4.2  細胞外固相率分布 

細胞外固相率分布の時系列を Fig. 3.9 に示す．Fig. 3.9a, b, c は未脱水と 5, 10 %の脱

水を施された組織の分布をそれぞれ示している．冷却時間が経過するにつれて，凍結

界面が内部へと進行している様子が確認される．また，表面層が凍結している時点で

Fig. 3.9  Comparison of extracellular solid fraction profiles. 

(a) 0 % dehydration (b) 5 % dehydration (c) 10 % dehydration 
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は脱水量による差異が見られないが，15 min における分布を比較すると，予備脱水に

より組織内部への凍結が促進されていることがわかる． 

3.4.3  細胞収縮率 

予備脱水による初期水分分布の有無が与える影響を確認するため，初期水分分布を

考慮した結果と考慮しない結果（一様分布）での凍結過程の数値解析を行った．Fig. 

3.10 は組織表面からの各位置における凍結完了時の細胞収縮率について脱水量をパ

ラメータにとって整理したものである．図から，初期水分分布の有無に関わらず組織

中心に近づくほど収縮が進行しているが，一様分布の結果に関しては予備脱水なしの

ものとほとんど差異がない．一方，初期水分分布を考慮した結果については冷却開始

時から細胞内外で比較的大きな浸透圧差が生じており，その結果中心に近づくほど細

胞収縮が進行していると考えられる． 
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Fig. 3.10  Profiles of cell shrinkage ratio. 
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各脱水量に対する凍結完了時の細胞収縮率を Fig. 3.11 に示す．脱水量の増加にとも

ない，初期水分分布を含む結果では中心部で細胞収縮が進行している傾向を確認でき

る．しかし，表面層ではどちらの水分分布の結果もほぼ一定となっており，一様な水

分分布の中心部についても同様である．表面層については局所での冷却速度の違いに

より中心部ほど細胞収縮が進まなかったと考えられ，一様分布における中心部に関し

ては，初期水分分布ありの結果と比べて浸透圧差が小さいために水分輸送量が少量と

なり，細胞の大きさがほとんど変化しなかったと考えられる． 
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3.5  結論 

予備脱水を施した魚肉組織の凍結過程における組織内移動現象の数値解析を行い，

以下の結論を得た． 

(1) 解析結果は実験結果に見られる冷却特性を定性的に表現できている． 

(2) 予備脱水が組織の凍結時間短縮に有効であることを数値解析の面からも確認した． 

(3) 初期水分分布が存在することで，組織中心部に近づくほど細胞内外の浸透圧差が

大きくなり細胞収縮が進行する． 

(4) 脱水量の増加にともない細胞収縮が進行しやすくなるが，局所での冷却速度の違

いにより，表面層では収縮の程度が小さく，中心部では大きくなる． 
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第 4章 

魚肉組織由来溶液の溶質分配係数の測定 

4.1  緒言 

食品などには様々な物質で構成される溶液が含まれており，溶液の凝固は純水の凍

結と異なった凝固過程を示す．溶液が凝固する際には，溶質が液相に排出されて濃い

未凍結部ができるため，溶液の凝固は固液界面における溶質掃出し，拡散をともなう

相変化熱・物質移動の問題である．本論文第 3 章における物質移動計算は，固相率変

化のみで固液相変化による濃度上昇を記述しているため，厳密に溶質掃出しを考慮し

たものになっておらず，解析方法を改める必要があると考える．溶質掃出しの考え方

を数値解析に導入するためには，使用する分配係数の値が重要となる．しかし，サバ

やタイなどの魚肉に含まれる溶液の分配係数について調査した例はなく，生理食塩水

（0.9 wt.% NaCl）の値を代替するにしてもはっきりとした値が示されていない．そこ

で本章では，NaCl 水溶液および魚肉組織由来溶液（サバおよびタイ）の分配係数測

定を目的とし，方向性凝固観察法を用いて溶液の凝固特性を調べることにする． 

4.2  溶液の方向性凝固観察実験 

4.2.1  供試試料 

供試試料として，NaCl 水溶液（1~5 wt.%）ならびに魚肉組織（サバとタイ）由来の

溶液を注入したキャピラリーチューブ（VitroCom, 5005-050, 矩形断面 0.5×0.05 mm
2，

長さ 50 mm，Fig. 4.1 参照）を用いる．魚肉組織由来溶液の抽出方法に関しては，サ

バとタイで異なる方法をとった．まず，サバの切り身（2 cm 角）をガーゼにくるんだ

状態で身を絞ることによって水分を抽出した．さらに，抽出液の分離を待ち，残った

繊維などが含まれていない部分をシリンジで再度抽出して使用する（Fig. 4.2 a）．他方，

タイの場合は身崩れしやすい状態にあるため，サバと同様の方法では繊維が多く含ま
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れてしまい水分抽出できない．そこでタイに関しては，Fig. 4.2 b のような冷凍・解凍

後の身から排出されたドリップを用いることにした．冷凍・解凍方法については，真

空パックした試料を−15 
o
C の冷凍庫内で凍結させて常温解凍を施した． 

4.2.2  方向性凝固観察実験装置および実験方法 

実験は，鶴田ら（1996）による方向性凝固観察法を用い，供試試料の凍結現象を直

接顕微鏡観察することによって行った．方向性凝固観察に使用したテストセクション

の概要をFig. 4.3に示す．スライドガラスをFig. 4.3のように各銅ブロック上に設置し，

低温側銅ブロックを液体窒素とヒーター加熱により−20 
o
C に調節する．もう一方の銅

ブロックはヒーター加熱によって 20 
o
C に調節され，スライドガラス上に温度勾配一

定の分布が形成される．観察時に高温側から低温側へガラスを移動させるが，直線温

度勾配を維持するために移動速度を 0.01 mm/s とした．なお，実験は外気温度 15 
o
C，

湿度 20 %の環境で行われるため，外気の影響を考慮し，熱画像装置を用いてスライ

ドガラス上の温度分布を評価した．Fig. 4.4 はテストセクションの真上から撮影され

Fig. 4.1  Capillary tube used in this experiment. 

Fig. 4.2  Tissue fluid extracted from fish tissues. 

(a) mackerel (b) sea bream 
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た熱画像であり，これをスライドガラス中心部について数値化したものが Fig. 4.5 で

ある．温度分布から，静止状態でのスライドガラス上温度勾配が−4.85 
o
C/mm である

ことを確認できる．ガラス上には供試試料とともに，凝固点のリファレンスとして蒸

留水（平衡凝固点 0 
o
C）を注入した試料を設置する．また，顕微鏡を介した CCD カ

メラを用いて凍結の様相を観察・記録する．この観察画像を基に水と溶液の凍結界面

の距離を測定し，凝固点降下度の計測を行った（Liu et al., 2003）．なお，ガラス移動

中に固液界面の動きが不安定化することから，チューブを 10 等分した位置で移動を

停止させ，固液界面が静止した時点で界面間の距離を測定した． 

  

Fig. 4.3  Test section of directional solidification system. 
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Fig. 4.4  Thermal image of test section. Left Cu block is heated at 20 
o
C, and right Cu 

block is cooled at −20 
o
C. 

Fig. 4.5  Temperature profiles of slide glass placed on test section. 
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4.3  固液界面近傍における液相濃度の評価 

測定した凝固点降下度と相図，あるいは化学ポテンシャルのつりあいから導出され

る式を用いて固液界面近傍の液相濃度を評価する．理論式の導出過程を以下に示す． 

溶質が水に溶解すると，その溶液の凝固点（あるいは融点）は相図を用いて記述さ

れる．水と氷との混合物が凝固点 273.15 K で平衡状態にあるとき，各々の化学ポテン

シャルは等しいので 

liquidice    (4.1) 

Rを一般気体定数，Tを溶液に接触している氷の凝固点，水のモル分率を xwとすれば，

溶質が存在する場合には水の化学ポテンシャルが RTLn(xw) だけ減少する．したがっ

て， 

 wxRT Lnliquidsolutionice    (4.2) 

  fus
liquidiceLn GxRT w    (4.3) 

ここで，G は自由エネルギーである．このとき，氷の化学ポテンシャルは溶質の影響

を受けないと考えられ，一般的に溶質は完全に氷結晶から排除される．凝固する際の

エンタルピー変化をHfus(=H
liquid

−H
solid

)とすると，定圧状態では 

Fig. 4.6  Freezing point depression due to chemical potential difference. 
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fus

fus S
T

G





 (4.4) 

となる．ここで，S はエントロピーを表す．他方， 

   
2

fus

2

fusfus
fus2

fusfus 11

T

H

T

GST
G

TT

G

TT

TG 













 (4.5) 

であることから，Eq. (4.3)は変形されて次式となる． 

   

www

w

x

T

RT

H

x

T

T

TG

Rx

x


















2

fusfus1Ln
 (4.6) 

水の凝固点を Tf
H2Oとすれば 





fT

f
T

wx

w

w dT
RT

H

x

dx
H2O 2

fus

1
 (4.7) 

   


















ff

sw
TTR

H
xx

11
1LnLn

H2O

fus
 (4.8) 

が得られる．ここで，xsは溶質のモル分率であり，Hfusの温度依存性については無視

している．希薄溶液（xs << 1）ならば 

  ss xx 1Ln  (4.9) 

であるため，次式が導かれる． 

 
fus

2H2O

fus

H2O

H2O

H

TRx

H

TRTx
TTT

fsffs

ff





  (4.10) 

方向性凝固観察実験によって凝固点降下度を測定し，上式から固液界面近傍の液相濃

度を評価した．評価の際には R = 8.314 J/(mol∙K)，Tf
H2O

 = 273.15 K，Hfus = 6009.5 J/mol

を用いた． 
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4.4  溶質分配係数の評価 

計測した界面進行方向の濃度変化から，溶質の再配分を表す分配係数 k を求めるこ

とにする．今，長さ L，濃度 C0の水溶液の方向性凝固を考える．平衡凝固ならば，Fig. 

4.7 a のように初期の微小固相部は凝固点 Tf0で kC0の濃度をもつ．ここで，液相の濃

度が一様で，固相内拡散が無い場合を仮定する．界面温度 T
*において，界面濃度（固

相側）CS
*の氷層が界面濃度（液相側）CL

*の溶液から凝固すると，形成された固相の

長さ方向に溶質が分布する（Fig. 4.7 b）．溶液全体の固相率を FSとして，固相から掃

き出されていく溶質量と液相の溶質増加量との物質収支は 

    LSS
*
SL dCFLLdFCC  1  (4.11) 

FS=0 で CL=C0なので， 

   





SF

S

SLC

C *
SL

L

F

dF

CC

dC
00 1

 (4.12) 

分配係数の定義式 CS
*
=kCLより，残液濃度の固相率依存性は次式で表される． 

Fig. 4.7  Concentration profiles of directional-solidified solution with rapid diffusion in 

liquid part and no diffusion in solid part. 
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  1
0 1




k
SL FCC  (4.13) 

この式は Scheil の式と呼ばれ，合金の凝固問題などで多用されている（Flemings, 1974）．

Scheil の式による実験結果の非線形回帰分析を行うことで，その溶液系の分配係数 k

を得ることができる． 

4.5  実験結果と考察 

4.5.1  方向性凝固過程における固液界面の様相 

NaCl 水溶液，サバの組織液およびタイの組織液の方向性凝固過程における，固液

界面の様相を Fig. 4.8 a, b ,c に示す．Fig. 4.8 a の最上段からリファレンスである水，初

期 NaCl 溶液濃度 1, 2, 3 wt.%の供試試料をそれぞれ設置している．水や 1, 2 wt.%の試

料については平滑な界面の形成が観察される一方で，3 wt.%の試料ではデンドライト

形成を確認できる．デンドライトは，固液界面前方において組成的過冷却が生じ，界

面が不安定化することで発生・成長する．NaCl 水溶液濃度 4, 5 wt.%の試料において

も同様のデンドライトが観察され，高濃度の試料で発生しやすい傾向にあった．これ

は，高濃度の試料ほど固液界面での溶質掃出し量が多くなり，組成的過冷却が大きく

なることに起因している．次に，リファレンス，魚肉組織液と初期 NaCl 溶液濃度 1, 2 

wt.%の供試試料を最上段から順に設置した画像が Fig. 4.8 b, c である．サバとタイの

組織液に関しては，残存する繊維などが含まれていて観察画像が鮮明ではないが，固

液界面が存在することを確認できる．NaCl 溶液試料と比較すると，各組織液の界面

は 1 wt.%と 2 wt.%の間に位置していることから，組織液を NaCl 溶液と見なせば約 1 

wt.%の濃度を有すると考えられる．また，Fig. 4.8 a の初期濃度 1, 2 wt.%試料では観察

されなかったデンドライトが Fig. 4.8 b, c で現れたことについては，キャピラリーチュ

ーブ内における異質粒子の存在，あるいは低温側の温度制御が不安定であることに影

響を受けているものと推察する． 
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Fig. 4.8  Photomicrograph of solid/liquid interfaces during directional solidification. 
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4.5.2  NaCl 水溶液の凝固点降下度と相図および理論式との比較 

観察画像から計測した凝固点降下度とNaCl溶液試料の初期濃度との関係を Fig. 4.9

に示す．図中には，H2O-NaCl 系相図の液相線と Eq. (4.10)を示しており，実験値との

比較も行っている．図に示している実験値は，チューブを 10 等分した位置で得られ

た凝固点の平均値となっていて，エラーバーは最大・最小を意味している．NaCl 水

溶液の計測値は相図および Eq. (4.10)とよく一致しており，今回の実験方法によって凝

固点降下度を評価できていると考えられる． 

4.5.3  固液界面における液相濃度の変化 

計測した NaCl 水溶液の凝固点降下度に対する濃度を H2O-NaCl 系相図から求め，

各位置での固液界面近傍の液相濃度を評価した結果を Fig. 4.10 に示す．図は縦軸に液

相濃度，横軸に冷却側チューブ端面からの距離をとっている．プロット横の数字は初

期溶液濃度を表しており，計測値に対して Scheil の式による近似を行っている．いず

れの試料でも始端から終端にかけての濃度増加を確認できる．これは，固液界面にお

ける溶質掃出しによって，液相に掃き出された溶質が蓄積したことに起因している．

サバとタイの組織液に対して同様の評価を行った結果が Fig. 4.11, 4.12 である．各組

Fig. 4.9  Freezing point vs. initial solute concentration. 
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織液を NaCl 溶液と等価とみなして同じ相図から濃度評価を行った．図中には NaCl

水溶液の初期濃度 1, 2 wt.%の結果も併せて示している．Scheil の式による非線形回帰

分析の結果，NaCl 溶液換算でサバは約 1.08 wt.%，タイは約 0.95 wt.%の濃度を有する

ことがわかった．また，液相濃度の変化は NaCl 水溶液の場合と同じで，始端から終

端にかけての濃度増加を確認できる． 

 

Fig. 4.10  Concentration change at solid/liquid interface in NaCl solution (1~5 wt.%). 

Fig. 4.11  Concentration change at solid/liquid interface in tissue fluid of mackerel. 
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4.5.4  NaCl 水溶液および魚肉組織由来溶液の分配係数 

Fig. 4.10~4.12 における非線形回帰分析から分配係数を求め，各溶液の初期濃度と分

配係数との関係を Fig. 4.13 と Table 4.1 に整理した．NaCl 溶液に関しては，初期濃度

の増加に伴って分配係数が緩やかに上昇しているため，初期濃度が高くなると固相内

に溶質が多く残存する傾向にある．しかし，1~5 wt.%では約 0.90 の値をとっており，

希薄溶液であれば分配係数にほとんど変化がないと考えられる．NaClの分配係数は，

Matsuda and Kawasaki（1997）の報告の中で~0.95（5000 mg/L）が示されていることか

ら，本章で提案した測定手法による溶質分配係数の評価は有効と考えられる．一方，

サバとタイの組織液では分配係数に 0.89 と 0.84 の違いが見られ，この違いが魚肉組

織の冷凍特性に与える影響についても今後検討する必要がある． 

  

Fig. 4.12  Concentration change at solid/liquid interface in tissue fluid of sea bream. 
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Fig. 4.13  Effects of initial solute concentrations on partition coefficients. 

Table 4.1  Initial concentrations C0 and partition coefficients k. 

 NaCl Mackerel Sea bream 

C0 [wt.%] 1 2 3 4 5 ~1.08 ~0.95 

k 0.88 0.91 0.88 0.87 0.92 0.89 0.84 

(Tissue fluids of mackerel and sea bream are regarded as NaCl solution.) 
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4.6  結論 

NaCl 水溶液および魚肉組織由来溶液（サバとタイ）の分配係数測定を目的とし，

方向性凝固観察法を用いて溶液の凝固特性を調べた結果，以下の結論を得た． 

(1) 方向性凝固観察法を用いた実験観察により，簡易的に溶液中の溶質分配係数を計

測する方法を提案した． 

(2) 溶液の初期濃度と分配係数の関係を示し，溶質濃度が高くなると分配係数が大き

くなる傾向を確認した．また，各分配係数は NaCl 水溶液（初期濃度 1 ~5 wt.%）

で約 0.90, サバとタイの組織液で 0.89 と 0.84 の値を示した．魚種間での分配係数

の違いが組織の冷凍特性に与える影響について検討する必要がある． 
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第 5章 

魚肉組織の冷凍過程における細胞収縮と細胞ダメ

ージとの関係 

5.1  緒言 

本論文第 3 章では，魚肉組織の冷凍過程における熱・物質移動数値解析を行うため

に二重セルモデルを提案した．実験結果との比較から，定量的な冷却特性を表現でき

ることを確認したとはいえ，前述のモデルには修正すべき点がいくつかある．まず，

細胞外では固液界面が連続的に伝播するのに対し，細胞膜で隔たれた細胞内では新た

な氷核を必要とする．それ故に，細胞内外で凍結メカニズムを区別してモデル化すべ

きであった．また，浸透圧差に起因する細胞膜を介した水分輸送を考慮して解析を行

ったが，その細胞収縮量は実験結果などに比べて小さく（ハミディ・鶴田, 2009），別

の輸送駆動力を考慮する必要がある．そこで本章では，細胞内核生成理論を適用し，

細胞外氷晶と細胞内過冷却水との間での蒸気圧差に基づく水分輸送機構を導入する．

そして，改めて魚肉組織の冷凍特性について一次元数値解析を行い，細胞収縮と細胞

ダメージとの関連について調査する． 

5.2  解析モデルおよび数値解析方法 

5.2.1  二重セルモデルの簡略化 

本論文第 3 章で示した二重セルモデルでは，組織を細胞 VC，細胞外部分 VXで構成

されるコントロールボリュームの集合体としてモデル化した．構成成分としてタンパ

ク質などの不活性体を考慮していたが，水が構成成分のほとんどを占めていることを

踏まえて，細胞内外に細胞質はなく，NaCl 水溶液（0.9 wt.%）だけが含まれるものと

する．解析モデル図を改めて Fig. 5.1 に示しており，各コントロールボリュームに細
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胞（筋組織）が一つずつ含まれるように離散化を行う．サケ以外にサバやタイの筋組

織を観察した結果，空間メッシュサイズz=0.2 mm とした．Fig. 5.2 に示すように移動

現象については，隣り合うコントロールボリュームとの間で熱伝導および細胞外液間

で物質移動が生じるものとし，コントロールボリューム内の温度は細胞内外に関わら

ず一様とする．また，細胞内外では膜を介した水分輸送を考慮する． 

5.2.2  温度回復法を利用した熱伝導計算 

組織内温度場は熱伝導方程式 























z

T

zt

T
Cp   (5.1) 

を解いて求められる．ここで，, Cpはコントロールボリュームの密度と比熱，T は温

度，t は時間，は熱伝導率である．なお，相変化時の温度は凝固点で一定とする．す

なわち，先に熱伝導方程式から過冷却度を求め，過冷却度に相当する固相率変化を温

Fig. 5.1  Simulation model for fish tissues. 
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Fig. 5.2  Heat and mass transfer model. 

Vx, Cx

i i+1

T

Vc, Cc

Salt, HeatSalt, Heat

Water

i-1



 

 

Chapter 5  魚肉組織の冷凍過程における細胞収縮と細胞ダメージとの関係 

-84- 

 

度回復法により算出する．このとき，Fig. 5.3 に示すように固相率 Fsが 1 となるまで

は凝固点 Tfを維持する．また，細胞外液の固液界面位置は熱伝導方程式と温度回復法

を併用することで決定される． 

5.2.3  物質移動と固液界面における溶質掃出し 

細胞外液間での物質移動計算では，NaCl の水中での拡散係数を D とすると，拡散

方程式 

2

2

z

C
D

t

C XX









 (5.2) 

を解くことによって濃度場を求める．しかし，固液相変化を考慮するモデルにおいて

は，凍結濃縮現象を表現する必要がある．ここで，Fig. 5.4 は固液界面における溶質

掃出しの概略図であり，固液界面を境に起こる溶質掃出しに着目する．図中の s は界

面位置，kは分配係数であり，界面が移動すると(1−k)の割合だけ溶質が掃き出される．

液相側のみに物質拡散を考慮すると，界面要素における溶質量の収支は 

 
t

s
kC

z

C
D

t

C
z s

X
XX






















 1  (5.3) 

と表される．界面要素には接続条件である上式を離散化して適用し，他の液相部では

Fig. 5.3  Temperature recovery method. 
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拡散方程式を解くことにより濃度場を求める． 

5.2.4  凝固点の算出 

組織内物質移動にともなって濃度変化が生じた場合には，Gibbs-Helmholtz の式と希

薄溶液近似から導出される式（本論文第 4 章 4.3 節参照） 

 
fus

2H2O

H2O

H

TRx
TTT

fs

ff


   

から凝固点を求めることにする．ここで，Tf
H2O は水の凝固点（273.15 K），xs は溶質

のモル分率，R は一般気体定数，Hfusは融解潜熱である． 

5.2.5  細胞内核生成理論（Tonerモデル） 

組織内には細胞と細胞外基質に含まれる溶液が存在し，その凍結形態は内外で異な

る．細胞外液は多孔質と見なせる組織の表面から中心部までつながっていると考えら

れ，一カ所でも核生成が起きると凍結が伝播していく．一方，細胞内液は細胞膜で外

部から隔離されているため，細胞外での核生成とは別のクラスターが必要となる．

Toner ら（1990）によって，細胞膜表面での核生成（surface-catalyzed nucleation, SCN）

と細胞内の粒子を核とする核生成（volume-catalyzed nucleation, VCN）が提案されて以

来，凍結手術による腫瘍除去の数値解析などにおいて頻繁に適用されている（Wolkers 

et al., 2007; Balasubramanian et al., 2008）．実験などの知見から，魚肉組織中の水分は

−8~0 
o
C 程度で凍結する傾向がある．したがって本研究では，細胞内液の凍結に関し

て比較的高い温度で核生成が生じる SCN モデルを採用することにする． 

Fig. 5.4  Solute redistribution at a solid/liquid interface. 
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SCN と VCN の概念図を Fig. 5.5 に示す．細胞内での氷晶形成は，冷却条件に応じ

て細胞膜あるいは内部粒子のどちらかによって引き起こされる．−15~−5 
o
C の間で細

胞外氷晶が存在していると，細胞膜が活発な核生成サイトとなる．細胞膜が核生成サ

イトになる理由としては，化学的，電気的，機械的，イオンなどの様々な作用が挙げ

られる．他方，均質核生成温度に近い環境（~−35 
o
C）に細胞があると，細胞内の粒

子がクラスターとなり，細胞内核生成が起こる．Toner らによれば，不均質核生成頻

度 Ihetは次式で表現される． 













32het exp
TT

I


 (5.4) 

ここで，とは氷核生成における動力学的・熱力学的パラメータであり，SCN では 
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となる．式中のlは水の粘性係数，Acellは細胞表面積，サフィックスの 0 は等張状態

Fig. 5.5  Intracellular ice formation catalyzed either by a plasma membrane (SCN) or by 

intracellular particles (VCN). 
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を表している．f()はクラスターと細胞膜表面との接触角の関数 

 
   

  10
4

cos2cos1
2




 


 f,f  (5.6) 

であり，=180
o で均質核生成と同じ状態になる．また，ネズミ卵母細胞におけると

内部の溶質モル分率との間には，Fig. 5.6 のような関係が示されている（Toner et al., 

1990）． 

SCN に起因する細胞内核生成の確率 PIF（probability of intracellular ice formation）を

求める．理想的な生体細胞で構成される系の氷核生成頻度は次式で記述される． 

t

i

AN
I

*

u
c






cell

het

1
 (5.7) 

ここで i
*は臨界半径をもつクラスターの数，Nc

uは時刻 t における未凍結細胞の総数で

ある．臨界半径をもつクラスターの形成から瞬時に核生成を観察できるため 

t

N

t

i u
c

*









 (5.8) 

となり，氷核生成頻度の式から 

Fig. 5.6  Contact angle vs. molar fraction of solutes inside mouse oocytes (Toner et al., 

1990). 
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t’は過冷却状態となった瞬間の時刻を意味しており，Nc
u’は細胞の総数に等しい．した

がって，左辺の分数は時刻 t における未凍結細胞の割合を示しており，PIF を用いて

改めると 

  
t

't
dtIA hetcellPIF1Ln  (5.12) 



















 

t

't
dt

TT
A

32cell expexp1PIF


 (5.13) 

が得られる．PIF は細胞膜表面で核生成が起きる確率を示す累積分布関数である．ネ

ズミ卵母細胞の SCN 観察実験結果（等張液中で冷却速度 120 
o
C/min）と理論式とのフ

Fig. 5.7  Temperature dependence of cumulative fraction of oocytes with intracellular ice 

(Toner et al., 1990). 
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ィッティングにより，0=3.56 × 10
8
 (m

2
∙s)

-1，0=4.60 × 10
9
 K

5と予測されている（Toner 

et al., 1990，Fig. 5.7 参照）．本研究では細胞内液が過冷却状態となった時点から PIF

を算出する．そして PIF=1 の時に細胞内核生成が生じ，細胞内液量に応じた潜熱放出

が起こるものとする． 

5.2.6  浸透圧差と蒸気圧差に起因する細胞膜を介した水分輸送 

一般的に細胞膜は半透膜と見なされ，溶媒である水がよく透過する一方で，溶質で

あるイオンや有機分子は透過しにくいという性質がある．第 3 章では，膜を介した水

分輸送の駆動力として浸透圧差を解析モデルに組み込んだが，その際の細胞収縮量は

実験結果と比べて小さかった．そこで，浸透圧差に加えて蒸気圧差に基づく水分輸送

を考慮する．細胞内核生成を解析モデルに適用したことによって，細胞外液が凍結し

ているのに対し，細胞内液は過冷却という状況が想定できる．本論文第 1 章で述べた

ように，低温において過冷却水と氷との間には蒸気圧差が存在する．Fig. 5.8 に示す

ように，細胞外液が先に凍結していると，過冷却状態にある細胞内液が蒸発して細胞

膜を通過する．通過した水蒸気は細胞外氷晶近傍で昇華して氷晶の一部となる．この

とき，水分子だけが膜を通過できるものとする．細胞膜を介した細胞内への水分輸送

量は，Kedem-Katchalsky の式（Schultz, 1980）を拡張した次式で表現される． 

  cell
vaporliquid APKK

dt

dV
pp

C   (5.14) 

細胞内には水溶液だけが含まれているので，単位時間あたりの輸送量は細胞占有率

VCの時間変化と等価であると考える．また，膜透過率 Kpについては水と水蒸気の状

Fig. 5.8  Moisture transport through a cell membrane is caused by vapor pressure 

differences. 
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態で区別して考えており，水の膜透過率を温度の関数として次式で定義する． 

  gpgp TTbKK  expliquid
 (5.15) 

ここで，Kpgは参照温度 Tgでの膜透過率，b は温度係数である．膜輸送の駆動力とし

て Eq. (5.14)の右辺第 1 項は浸透圧差(=C−X)，第 2 項は過冷却水と氷の蒸気圧差

P(=Psup−Pice)を示している．蒸気圧差の項については，膜透過率を水と水蒸気の粘性

係数l, vで近似すれば 

cell
liquidliquid APKK

dt

dV
p

v

l
p

C
















 (5.16) 

が得られる．数値解析中では細胞内液が過冷却，細胞外液が凍結状態にそれぞれある

場合で，蒸気圧項が考慮される．蒸気圧差で輸送された水分は，細胞外氷晶の表面で

昇華し，濃度 0 wt.%の氷層が細胞周りに形成されるものとする． 

5.3  計算条件 

Fig. 5.9 に冷凍過程の計算系を示す．組織の表面から中心部までを解析対象（厚さ L，

初期温度 T0，初期濃度 C0）とし，雰囲気温度 Tairでの熱伝達により片側から冷却，他

方を対称境界条件（断熱）とした一次元の系で解析を行う．Table 5.1, 5.2 に各初期値

z

L

center

(symmetric boundary)

computational domain (T0, C0)

Tair

convective

heat transfer

surface
(no mass flux)

Fig. 5.9  Simulation system for heat and mass transfer in freezing processes. 
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および数値解析パラメータをそれぞれ示すとともに，熱物性値を Table 5.3 にまとめて

いる．分配係数 k に関しては本論文第 4 章での計測結果を参照し，拡散係数 D につい

ては NaCl や KCl などの電解質水溶液における拡散係数のオーダーを基準にしている

（白樫・棚澤, 1997）．魚種の違いを見るために，細胞の初期占有率 VC0と膜透過率 Kpg

を変化させて解析を行う．細胞内核生成に強く影響する等張時の動力学パラメータ0

および熱力学パラメータ0 は，Toner らのフィッティング値を参照している．また，

マイクロ波デハイドロフリージングの効果を評価するために，組織表面から中心部に

かけての水分分布を考慮し，脱水量ごとの解析結果を比較する．Fig. 5.10 は，予備脱

水 0 %および 20 %を想定した初期水分分布であり，中心部から表面にかけての水分分

布を線形近似している． 

Table 5.1  Calculation conditions. 

Thickness L 20.0 [mm] 

Initial temperature T0 5.0 [
o
C] 

Initial concentration C0 0.9 [wt.%] 

Heat transfer coefficient h 20.0 [W/(m
2
∙K)] 

Universal gas constant R 8.314 [J/(mol∙K)] 

Latent heat of fusion Hfus 6009.5 [J/mol] 

Kinetic parameter (isotonic) 
(a)

 0 3.56 × 10
8
 [1/(m

2
∙s)] 

Thermodynamic parameter (isotonic) 
(a)

 0 4.60 × 10
9
 [K

5
] 

Temperature coefficient 
(b)

 b 0.0325 [1/K] 

Reference temperature 
(b)

 Tg 293 [K] 

Viscosity of liquid l 1791 [Pa∙s] 

Viscosity of vapor v 9.22 [Pa∙s] 

(a): Toner et al., 1990; (b): Mazur, 1963 
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Table 5.2  Numerical parameters. 

Ambient temperature Tair −100, −90, −80, −70 [
o
C] 

Diffusion coefficient D 1.0, 5.0, 10.0 [×10
-9

 m
2
/s] 

Partition coefficient k 0.85, 0.9  

Membrane permeability at Tg Kpg 0.1, 0.5, 1.0 [×10
-11

 m
3
/(N∙s)] 

Initial cell volume fraction VC0 0.5, 0.7  

Table 5.3  Thermo-physical properties. 

Properties Unfrozen (Fs = 0) Frozen (Fs = 1) Mushy (0 <Fs< 1) 

 [W/(m∙K)] 0.583 2.220 iFs + l(1-Fs) 

Cp [kJ/(kg∙K)] 4.176 2.062 CpiFs + Cpl(1-Fs) 

 

Fig. 5.10  Initial moisture distributions. 
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5.4  解析結果と考察 

5.4.1  組織内の状態（固相率・濃度・温度） 

まず，Tair = −80 
o
C，D = 1.0 × 10

-9
 m

2
/s，Kpg = 1.0 × 10

-11
 m

3
/(N∙s)，k = 0.9, VC0 = 0.7

とした場合の解析結果を例に挙げ，冷凍過程における組織内の状態について説明する． 

Fig. 5.11 は，冷却面から 2 mm と 10 mm の位置における細胞外固相率と PIF の時間

変化である．実線が細胞外固相率，破線が PIF を示しており，どちらの値も 1 となっ

た時点で溶液が液相から固相へと遷移することを表している．核生成が生じるまでは

細胞内液が過冷却状態にあるため，細胞外液が先に凍結している．また，細胞外凍結

と細胞内核生成との時間間隔は冷却面から離れた位置ほど長くなり，これは冷却速度

の低下によるものと考えられる． 

Fig. 5.11  Extracellular solid fraction and PIF at two locations vs. time in freezing 

process. 
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次に，細胞内外の固相率，濃度および温度分布を Fig. 5.12~5.14 に示す．それぞれ，

初期段階（10 min），冷却面から約 10 mm の位置で細胞内核生成が起きた時（67.7 min），

組織内の細胞外液が全て凍結した時（88.8 min）の 3 つの時点における分布となって

いる．白黒のカラーマップが固相率分布であり，白が未凍結，黒が凍結部分を表して

いる．固相率分布の下のグラフが細胞内外の濃度分布であり，濃度分布は初期濃度に

よって無次元化した値を縦軸にとっている．冷凍開始 10 分後に表面から 2 mm の位

置まで細胞外の固液界面が進展し，界面において溶質が掃き出されることによる濃度

上昇が見られる．この濃度上昇によって細胞が脱水され，細胞内濃度も上昇している．

細胞外液の濃度上昇は細胞内核生成時の分布にも見られ，細胞外が全て凍結した時点

では組織中心部における溶質の蓄積を確認できる．Fig. 5.13 に示した細胞内核生成時

の温度分布では，核生成に伴う潜熱放出によって温度が上昇していることがわかる．

また，細胞内外の固相率分布を比較すると，過冷却状態にある細胞が多く存在してい

ることが確認される．この領域では細胞外氷晶と過冷却水との蒸気圧差によって細胞

脱水が進行するため，細胞内液の濃度上昇が生じる．冷凍過程において，浸透圧差と

蒸気圧差に基づく水分輸送が細胞内液の濃度上昇を引き起こしているが，蒸気圧差に

起因する輸送量は浸透圧差による輸送量よりも多くなっている．また，蒸気圧差に基

づく水分輸送によって，細胞内液は細胞外に比べて高張な状態で凍結している． 
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Fig. 5.12  Solid fraction, concentration and temperature profiles in freezing process (10 

min later). 
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Fig. 5.13  Solid fraction, concentration and temperature profiles in freezing process with 

IIF (67.7 min later). 
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Fig. 5.14  Solid fraction, concentration and temperature profiles in freezing process after 

extracellular freezing (88.8 min later). 
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Fig. 5.15 は全ての組織液が凍結した時点での細胞内外濃度分布であり，細胞内濃度

の傾向が 14 mm の位置から変化していることがわかる．この変化について考察する

ために，細胞内が過冷却状態にある領域の長さを lsup（Fig. 5.14 参照），最終的に最大

細胞内濃度をとる細胞と中心部までの距離を lpeak（Fig. 5.15 参照）と定義する．雰囲

気温度 Tair = −100, −90, −70 (
o
C)の各条件で解析を行い，lsupを変化させて整理した結果

が Fig. 5.16 である．横軸に雰囲気温度，縦軸に lsupと lpeakをとっている．どの雰囲気

温度でも lsupと lpeakが一致しており，過冷却領域の長さが細胞内濃度分布に影響を及

ぼしていると考えられる．細胞外液が全て凍結すると，相変化に費やされていた冷却

エネルギーは細胞内核生成が生じる温度まで冷却するためだけに充当される．それ故

Fig. 5.15  Intracellular and extracellular concentration profiles after freezing. 
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Fig. 5.16  lsup and lpeak vs. ambient temperature. 
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に冷却速度が速くなり，膜を介した蒸気圧水分輸送の時間が制限されたものと考える．

また，雰囲気温度が高くなると lsup が増加することから，蒸気圧差に基づく水分輸送

によって細胞脱水が進行する．この点に関しては N 曲線上の冷却速度の遅い領域に対

する見解から，過度の細胞脱水による塩害に注意する必要がある． 

5.4.2  細胞外液における物質移動の影響 

細胞外での物質移動の影響を調べるために，拡散係数 D = 1.0, 5.0, 10.0 (×10
-9

 m
2
/s)

とした場合の解析を行った．拡散係数以外のパラメータは Tair = −80 
o
C，Kpg = 1.0 × 

10
-11

 m
3
/(N∙s)，k = 0.9, VC0 = 0.7 に設定している．Fig. 5.17 は，冷凍開始 40 分後におけ

る細胞外液の濃度分布を拡散係数の違いで比較した図である．40 分後に表面から約

10 mm の位置まで固液界面が進展し，界面において溶質が掃き出されることによる濃

度上昇が見られる．拡散係数の違いに着目すると，濃度分布に大きな差異が生じてお

り，拡散係数が大きくなると固液界面近傍の濃度境界層が厚くなることを確認できる．

したがって拡散が速い状況では，広い範囲で未凍結部分での細胞内外液間の水分輸送

Fig. 5.17  Extracellular concentration profiles (40 min later). 
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が起こると考えられる． 

Fig. 5.18 は，冷却表面から 10 mm の位置における細胞外液濃度の時間変化を示して

おり，縦軸には初期濃度で無次元化した値をとっている．凍結が進行すると固液界面

が 10 mm の位置まで進展するため，細胞外濃度が上昇する．拡散が速くなると，濃

度が緩やかに上昇するのに加えて，その最大値が小さくなる傾向にある． 

5.4.3  予備脱水の影響 

マイクロ波減圧乾燥による予備脱水の影響を検証するために，未脱水組織と Fig. 

5.10 に示した初期水分分布（20 %予備脱水）を有する組織の冷凍特性を比較する．計

算条件は，Tair = −80 
o
C，D = 1.0 × 10

-9
 m

2
/s，k = 0.9，Kpg = 1.0 × 10

-11
 m

3
/(N∙s)，VC0 = 0.7

に設定した．また，初期水分分布の存在によって細胞外液の濃度分布にも影響が及ぶ

ため，細胞内外液の浸透圧平衡が成立した状態で解析を行うことを考え，20 %脱水条

件については 60 分間の定温保持（5 
o
C）の後に冷却を開始する．Fig. 5.19 は定温保持

されている細胞内外液の濃度分布であり，経過時間毎にプロットしている．初期の細

胞外液には濃度分布が存在しており，時間が経つにつれて一様な分布に近づいている．

しかし，この濃度変化は細胞膜を介した水分輸送が生じた結果であり，細胞外液間で

の物質移動によるものではないと考えられる．それ故に，1 分後と 60 分後の分布には

ほとんど差異が見られない． 

Fig. 5.18  Concentration-time curves (z = 10 mm). 
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冷却開始 60 分後における細胞内外の固相率，濃度および温度分布を Fig. 5.20 に示

す．まず，固相率分布においては固液界面の進展に違いが見られ，予備脱水による凍

結時間短縮を確認できる．細胞外濃度に関しては初期水分分布の影響を受けた濃度分

布となっているが，未脱水組織と同様に固液界面での溶質掃出しによる濃度上昇が存

在する．細胞内濃度分布では，予備脱水の有無に関わらず蒸気圧差に起因する水分輸

送によって濃度が上昇している．細胞内が過冷却状態にある領域を比較すると，20 %

脱水組織の方が長くなっている．これは細胞内外液の濃度に影響を受けていると考え

られ，Fig. 1.8 a に示されているように，細胞外液の濃度が高くなると細胞の過冷却状

態は長くなる傾向にある． 

Fig. 5.19  Intracellular and extracellular concentration profiles at constant temperature (5 

o
C). 
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Fig. 5.20  Comparison of profiles between non-dehydrated tissue and 20 % dehydrated 

tissue. Profiles are solid fraction, concentration and temperature profiles after 60 min of 

cooling. 

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6

1.8

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
z (mm)

C
C
 /

 C
0

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6

1.8

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
z (mm)

C
X
 /

 C
0

non-dehydration
20 % dehydration

intra-cell 

extra-cell 

frozen 

unfrozen frozen 

-12

-8

-4

0

4

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
z (mm)

T
em

p
. 
(o

C
)

frozen unfrozen 

frozen unfrozen 

unfrozen 

0 % 

20 % 

0 % 

20 % 

Solid fraction 



 

 

Chapter 5 

-103- 

 

Fig. 5.21 は，冷却表面から 2 mm と 10 mm の位置における細胞の大きさの時間変化

を各脱水条件でプロットした図となっている．表面から 2 mm の位置は初期水分分布

の影響を受けていないため，予備脱水による差異がほとんど見られない．他方，表面

から 10 mm の細胞には冷却開始前の大きさに違いが見られるが，最終的にはほぼ同

じ大きさの細胞となっている．このことから，凍結前には予備脱水の影響で細胞収縮

が進行してしまうが，凍結後の細胞サイズにそれほどの差がないので，細胞損傷を防

ぐために予備脱水を用いた凍結時間短縮による氷晶成長抑制を優先すべきであると

考える． 

5.4.4  魚種の影響 

本論文第 2 章では，魚肉組織としてサバとタイを取り上げてその冷凍・解凍特性を

実験的に評価した．その結果，解凍後の組織損傷や水分再吸収量などに魚種間での違

いを確認した．そこで，魚種の違いによる冷凍特性への影響を調べるために，膜透過

率 Kpgと初期細胞占有率 VC0に着目する．膜透過率が大きいと細胞膜を介した水分輸

送量が多くなり，初期占有率が大きいと細胞内に含まれる水分が多くなる．また，第

4 章で示した分配係数の違いについても検証する．各値を Kpg = 0.1, 0.5, 1.0 (×10
-11

 

m
3
/(N∙s))，k = 0.85, 0.9，VC0 = 0.5, 0.7 に変化させ，その他のパラメータを Tair = −80 

o
C，

Fig. 5.21  VC/VC0 at two locations vs. time in freezing process with/without dehydration. 
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D = 1.0 × 10
-9

 m
2
/s として数値解析を行った． 

冷却表面から 2 mm と 10 mm における細胞サイズの時間変化を Fig. 5.22 に示す．図

の縦軸には細胞の初期の大きさとの比をとっており，膜透過率をパラメータとしてい

る．凝固の進行に伴い，膜輸送により細胞内水分が流出し，細胞の大きさは減少する．

組織内部に位置する細胞の方が脱水される傾向にあるため，10 mm の位置にある細胞

の方が収縮している．また，細胞膜の透過性を表す膜透過率が大きい場合，輸送量が

増加することによって細胞収縮が進行する．冷凍過程における細胞収縮が過度に進行

すると解凍後の組織復元率の低下を招くため，膜透過率の大きい細胞を有する組織に

対しては，急速凍結を施して細胞脱水を最小限にする必要がある． 

Fig. 5.23 は，細胞外凍結時の凝固点と細胞内核生成が生じた温度を膜透過率に対し

てそれぞれプロットした図である．図中のプロットは組織を 10 等分した位置におけ

る値の平均値であり，エラーバーは最大・最小を意味している．核生成温度に比べて

細胞外凝固点が高くなっており，細胞内よりも細胞外の方が速く凍結する．また，膜

透過率が変化しても細胞外凝固点がほぼ一定であるのに対し，膜透過率の増加に伴い

核生成温度は減少する傾向にある．細胞内液が過冷却状態のまま最大氷晶生成帯を通

過すれば，細胞内の氷晶成長を抑えた冷凍を実現できると考えられ，膜透過率の大き
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い魚肉組織は冷凍による損傷が少なくなると推察される． 

冷凍過程における細胞外液の濃度分布について，異なる分配係数で比較した結果を

Fig. 5.24 に示す．図中には冷却開始 40 分後と凍結後の濃度分布をプロットしている．

分配係数が小さい場合には，固液界面において掃き出される溶質量が多くなるととも

に，固相内濃度が低下している．凍結後では，中心部における溶質の蓄積が大きくな

っている．Fig. 5.25 は，冷却面から 2 mm と 10 mm に位置する細胞の大きさの時間変

化を分配係数別に示した図である．分配係数が小さくなると固液界面における細胞外

濃度が増加するため，浸透圧差に起因する膜輸送量が多くなり，細胞がより収縮する

傾向にある．しかし，分配係数が 0.85 と 0.9 程度の差であれば，収縮量に違いはない

と言える． 

したがって冷凍時の細胞収縮においては，細胞膜の吸・排水能力を表す膜透過率の

影響が大きく，第 4 章で確認したサバとタイとの溶質分配係数の違い（0.84 と 0.89）

は収縮量へほとんど影響しないと考えられる． 

Fig. 5.23  Extracellular freezing point and intracellular nucleation temperature vs. 

membrane permeability. 
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Fig. 5.24  Extracellular concentration profiles after 40 min of cooling and after freezing. 
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5.5  結論 

本章では，二重セルモデルに細胞内核生成理論を適用し，細胞外氷晶と細胞内過冷

却水との間での蒸気圧差に基づく水分輸送機構を導入した．そして，魚肉組織の冷凍

特性について一次元数値解析を行い，細胞収縮と細胞ダメージとの関連について調査

した結果，以下の結論を得た． 

(1) 蒸気圧差による水分輸送量は浸透圧差による輸送量よりも多い．また，蒸気圧差

に基づく水分輸送によって，細胞内液は細胞外に比べて高張な状態で凍結する． 

(2) 冷却速度が小さいと細胞内液が過冷却状態にある領域が広くなるため，過度の細

胞脱水による塩害に注意する必要がある． 

(3) 予備脱水の影響で凍結前に細胞が収縮してしまうが，脱水の有無で凍結後の細胞

サイズに差がないため，予備脱水を用いた凍結時間短縮による氷晶成長抑制を優

先すべきである． 

(4) 冷凍過程における過度の細胞収縮が解凍後の組織復元を弱めることから，膜透過

率が大きい組織には急速凍結を施して細胞脱水を最小限にする必要がある．また，

膜透過率が大きくなると細胞内核生成温度が減少する傾向にあるため，細胞内の

氷晶成長が抑制される． 

(5) 異なる分配係数（0.85 と 0.9）で冷凍特性を評価した結果，細胞外液の固液界面に

おける溶質掃出しに違いが見られたが，用いた分配係数による細胞収縮への影響

は小さい． 
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第 6章 

凍結魚肉組織の解凍過程における水分の再結晶化 

6.1  緒言 

第 2 章では，サバとタイを同じ条件下で凍結させて緩慢解凍したところ，タイの組

織内部には再結晶化による損傷が発生したことについて述べた．そして，魚種による

水分量の差異が影響していると考えると同時に，その再結晶化メカニズムを次のよう

に推察した．緩慢解凍は水分再吸収の時間を長くするため，組織内への水分流入によ

る凝固点上昇が生じ，昇温過程における組織内での再結晶化の可能性が高まる．この

推察を踏まえると，再結晶化の発生形態の一つである melt/refreeze が損傷要因として

思い浮かぶ．melt/refreeze は，温度の上下変動がある場合に現れる発生形態である．

温度が上昇した際に氷の一部が融解する．その際，比較的小さな氷晶は消失して水と

なる．次に温度が降下した際，相平衡に従って，凍結濃縮相の水が残存していた氷晶

上で再び結晶化する過程が melt/refreeze である（Sun, 2006）． 

そこで，タイの組織内部で発生した再結晶化が melt/refreeze に起因する現象である

かを検証するために，二重セルモデルを用いた解凍過程の一次元熱・物質移動数値解

析を行うことにする． 

6.2  想定される再結晶化プロセス 

Fig. 6.1 は，冷凍・解凍過程における細胞挙動と想定している再結晶化プロセスの

概略図である．凍結の進行にともない，細胞外マトリックスと浸透圧平衡にある細胞

において，浸透圧差・蒸気圧差による細胞脱水が生じる．このとき，蒸気圧差による

輸送量が多いため細胞内液の方が高張状態となる．細胞内核生成後には蒸気圧差によ

る水分輸送もなくなり，細胞内外液の濃度が一定となるので融点（あるいは凝固点）

も変化しない．解凍が始まると，高張状態にある細胞内液が先に融解する．その後，
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細胞外液の融解とともに細胞の水分再吸収が起こる．この水分再吸収によって，細胞

内液の濃度が急激に低下して融点が上昇する．解凍が遅いと，融点上昇時に過冷却状

態が生じ，再結晶化する可能性がある． 

6.3  解凍過程の数値解析方法 

本論文第 5 章で示した修正二重セルモデルを使用する．冷凍過程では固液界面にお

ける溶質掃出しを考慮したが，解凍過程では完全に液相となったコントロールボリュ

ーム同士での物質拡散のみを考慮する．冷凍時に蒸気圧差で輸送された濃度 0 wt.%の

氷層は，細胞外氷晶と共に融解するものとし，解凍時には浸透圧差に基づいて膜輸送

される．温度場，固相率および PIF は第 5 章と同様の方法で求められるため，本章で

は数値解析方法に関する詳細な説明を省略する． 

6.4  計算条件 

緩慢解凍条件下での解凍過程を考える．Fig. 6.2 に示すように，冷凍過程と同様の

Fig. 6.1  Schematic of assumed-recrystallization process. 
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解析対象（初期温度 T0）において，雰囲気温度 Tair での熱伝達により片側から加熱，

他方に対称境界条件（断熱）を仮定する．主要な計算条件を Table 6.1 に示す．濃度と

細胞サイズの初期条件は，冷凍過程の計算結果に基づいて決定される．ここで，初期

条件として用いられる冷凍過程の計算結果（細胞内外濃度，細胞収縮率）を Fig. 6.3

に示す．冷凍過程における計算条件は第 5 章 Table 5.1 と同様で，数値解析パラメータ

に関しては雰囲気温度−80 
o
C，NaCl の液中での拡散係数 1.0 × 10

-9
 m

2
/s，分配係数 0.9，

膜透過率 1.0 × 10
-11

 m
3
/(N∙s)，初期細胞占有率 0.7 として解析を行った． 

  

z

L

Tair

convective

heat transfer

Computational domain (T0)

center
(symmetric boundary)

surface
(no mass flux)

Fig. 6.2  Simulation system for heat and mass transfer in thawing process. 

Table 6.1  Calculation conditions. 

Thickness L 20.0 [mm] 

Initial temperature T0 −25.0 [
o
C] 

Ambient temperature Tair 10.0 [
o
C] 

Heat transfer coefficient h 20.0 [W/(m
2
∙K)] 

 



 

 

Chapter 6  凍結魚肉組織の解凍過程における水分の再結晶化 

-112- 

 

  

Fig. 6.3  Initial concentration and initial cell shrinkage profiles in thawing process. 
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6.5  解析結果と考察 

6.5.1  温度，細胞内外濃度および細胞サイズの時間変化 

加熱表面から 2, 6, 10 mm での解凍過程における細胞内外液の濃度，温度および細

胞サイズの時間変化を Fig. 6.4~6.6 に示す．Fig. 6.4 は冷凍前の濃度（0.9 wt.%）で無次

元化した値を縦軸にとっており，Fig. 6.6 についても冷凍前の細胞の大きさとの比を

縦軸にとっている．細胞内外液の濃度と細胞の大きさについては，冷凍後の状態を解

凍過程の初期条件として与えているため，各位置で異なる値となっている．温度履歴

から，解凍過程では融点まで昇温し，融解している間は温度が一定となる．濃度の時

間変化を見ると，細胞内外がどちらも液相となった時に，各位置で濃度変化が生じて

いることがわかる．その濃度変化が生じた時刻には細胞内濃度が減少するとともに細

胞外濃度が上昇していることから，Fig. 6.6 に示すように，浸透圧差によって細胞内

への水分流入が起きて細胞が復元する． 

Fig. 6.4  Concentration-time curves in thawing process. 
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6.5.2  細胞内外液の固相率，濃度および温度分布 

解凍開始 90 分後，300 分後，1200 分後の細胞内外の固相率，濃度および温度分布

を Fig. 6.7~6.9 にそれぞれ示す．白黒のカラーマップが固相率分布であり，白が融解

した部分，黒が凍結部分を表している．固相率分布の下のグラフが細胞内外の濃度分

布であり，濃度分布は初期濃度によって無次元化した値を縦軸にとっている．各図の

固相率分布からわかるように，細胞外は解凍開始から一方向に融解しているのに対し，

細胞内では中心側に融解部分が見られる（Fig. 6.8 (a)）．これは，高張状態で凍結した

細胞の融点が低くなることに起因している．Fig. 6.8 の(b)の位置では細胞内液が先に

融解するが，細胞外液が凍結しているため濃度は変化しない．細胞内外が両方とも液

相である Fig. 6.8 の(c)のように細胞内濃度の低下に伴って融点が上昇する場合，解凍

が遅いと再結晶化する可能性がある． 

  

Fig. 6.5  Thermal histories in thawing 

process. 
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Fig. 6.7  Solid fraction, concentration and temperature profiles in thawing process (90 

min later). 
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Fig. 6.8  Solid fraction, concentration and temperature profiles in thawing process (300 

min later). 
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Fig. 6.9  Solid fraction, concentration and temperature profiles in thawing process (1200 

min later). 
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6.5.3  解凍時再結晶化の検証 

加熱表面から 2 mm と 10 mm に位置する細胞について，解凍時再結晶化の検証を行

った結果を Fig. 6.10 a, b に示す．左軸に細胞内固相率と細胞内核生成確率 PIF，右縦

軸に温度と細胞内液の融点をとっており，時間に対してプロットしている．時間に沿

って説明すると，まず，コントロールボリューム内の温度が細胞内液の融点まで昇温

する．そこから細胞内液が融解するまで平衡状態となり，融解後に再び昇温し始める．

その後，細胞外液の融点に達して融解が進行すると，細胞膜を介した水分輸送が起こ

る．この時点では細胞外液よりも細胞内液の方が高張状態にあるため，細胞内へ水分

が流入して細胞内濃度が低下した結果，細胞内液の融点が上昇する．しかし，細胞内

液の融点よりも場の温度が高くなっているため，過冷却状態になっていないことが

Fig. 6.10 からわかる．細胞内液の過冷却状態が細胞内核生成の必要条件の一つである

ことから，図中の PIF の値に上昇している様子は見られない． 

ここで，第 5 章での冷凍過程の解析結果を含めて考察してみる．Fig. 5.23 に示した

ように，冷凍過程において細胞内核生成が生じなかった温度帯では，解凍過程におい

ても氷核が形成される条件を満たすとは考え難い．したがって，melt/refreeze に基づ

いて本章で想定された解凍時再結晶化プロセスは起こり得ない現象と考えられる．そ

うすると，本論文第 2 章で確認したサバとタイとの解凍後組織損傷の差異について再

度考察する必要がある．再結晶化自体は凍結貯蔵中にも起こり得る現象であり，結晶

の表面自由エネルギーが自発的に減少する結果として進行する形態が有力となって

いる．第 2 章の Fig. 2.11 に示した凍結組織の顕微鏡写真において，確認できない小さ

な氷晶が組織内部に形成されているとすれば，緩慢解凍中に氷晶成長速度が大きい温

度帯で再結晶化が起こり，組織内部で氷晶が肥大化する可能性がある．予備脱水を施

したタイで再結晶化による組織内部の損傷が減少した要因は，組織内部に微細氷晶が

形成されなかった，あるいは解凍時の氷晶成長が比較的遅かったためと推察される．

本章で取り扱った二重セルモデルでは氷晶成長が考慮されていないため，解凍時再結

晶化を数値解析によって再現するには氷晶成長機構を含むモデルを構築する必要が

ある． 
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Fig. 6.10  Verification of recrystallization of intracellular water in thawing process (z = 2, 

10 mm). 

(a) z = 2 mm 

(b) z = 10 mm 
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6.6  結論 

タイ組織内部で発生した再結晶化が melt/refreeze に起因する現象であるかの検証を

目的とし，二重セルモデルを用いた解凍過程の一次元熱・物質移動数値解析を行った

結果，以下の結論を得た． 

(1) 冷凍過程で細胞内核生成が生じない温度帯では解凍過程でも核生成が起こらない．

それ故に，melt/refreeze に基づいて想定された解凍時再結晶化プロセスは起こり

得ないと考える． 

(2) (1)のことを踏まえ，サバとタイの解凍組織に見られた損傷の差異は，氷晶の表面

自由エネルギーが自発的に減少することで生じる氷晶成長の結果であると推察す

る． 

(3) 本論文で提案している二重セルモデルには氷晶成長が考慮されていないため，解

凍時再結晶化を再現するには氷晶成長機構を含むモデルの構築が必要となる． 
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第 7章 

組織細胞内における氷晶成長速度の実験評価 

7.1  緒言 

本論文第 6 章では，二重セルモデルを用いた解凍過程の一次元数値解析を行うこと

によって，細胞内での再結晶化が melt/refreeze に起因するかの検証を行った．その結

果，融解した細胞内水分が核生成を起こして結晶化するという再現結果は得られず，

解凍時再結晶化が氷晶成長に起因するという考えに至った．それ故に，組織内氷晶の

成長状態を把握することは，解凍時組織損傷のメカニズムを探るためにも重要と考え

られる．また，第 2 章では予備脱水によって組織内部の損傷を軽減できることが確認

されたため，氷晶成長に対する含水率の影響を検証する必要がある．これまでに，食

品・生体をターゲットにして氷晶成長を評価した研究例はいくつかあるが，水溶液中

や凍結魚肉の細胞外氷晶に対して行われているものが多く（高井ら, 1997; Hagiwara et 

al., 2002; 小城ら, 2006），細胞内部に形成された氷晶に関してはほとんど評価されてい

ない．そこで本章では，タマネギ表皮組織における細胞内水分の核生成から氷晶成長

までを顕微鏡観察し，氷晶成長への含水率の影響について検討を行う． 

7.2  タマネギ表皮組織における凍結挙動の顕微鏡観察実験 

7.2.1  供試試料 

供試試料として使用するタマネギ球根部の表皮組織は，Fig. 7.1 に示すような厚み

~90 m の単層構造であるため観察試料に適している．また，細胞の大きさが 50~800 

m と細胞内部を観察するのに十分な大きさであることも選択理由となる．観察試料

の準備方法を以下に示す． 

まず，タマネギ球根部の中央から剥離された表皮組織を 3 × 3 cm
2のサイズにカット

する．予備脱水の効果に着目するため，カットされた組織に自然乾燥（気温 25 
o
C，
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湿度 60 %）を施すことで脱水試料を用意し，未脱水試料ならびに脱水試料の中央部

から切り出された 1 x 1 cm
2の切片を観察試料とした（Fig. 7.2 参照）．ここで，3 × 3 cm

2

の組織を自然乾燥させた際の含水率時間変化を Fig. 7.3 に示す．縦軸の含水率は乾量

基準値をとっており，試料質量を絶乾時の質量で除したものである．初期含水率は~7.0 

g/g-dry で，乾燥が進行するにつれて含水率が減少し，60 分後にはほぼ一定値となる．

本実験では組織を約 15 分間自然乾燥させて，含水率 3.5 g/g-dry の脱水試料を準備し

た． 

7.2.2  実験装置および実験方法 

細胞内氷晶の成長過程を観察するため，温調可能な顕微鏡用加熱冷却ステージ

（Linkam 10008）を用いた顕微鏡観察実験を行う．Fig. 7.4 は観察システムの概略図で

あり，試料の加熱と冷却はステージ上で行われ，ハイスピードカメラで透過光観察映

Fig. 7.1  Typical onion epidermal tissue in an inner skin of white onion bulb. 

Fig. 7.2  Size of prepared tissues. Right: 3×3 cm
2
 before pre-dehydration. Left: 1×1 cm

2
 

after pre-dehydration. 



 

 

Chapter 7  組織細胞内における氷晶成長速度の実験評価 

-124- 

 

像を記録しながら実験を行う．加熱と冷却は，液体窒素とヒーターで試料を静置する

銀ブロックの温度を調節することによって行われる．解凍時氷晶成長に影響を及ぼす

因子としては，組織中の水分量に加えて冷凍後の氷晶サイズが挙げられる．そこで，

細胞内氷晶が急速凍結によって微細化された状態と，緩慢凍結によって粗大化してし

まった状態との比較を行う．Fig. 7.5 a, b は，急速凍結（冷却・加熱速度 50 
o
C/min）

と緩慢凍結（冷却・加熱速度 1 
o
C/min）のステージ温度制御図をそれぞれ示している．

カバーガラスで挟んだ観察切片を 2 
o
C に保たれたステージ上に設置し，各条件下で冷

却した後に急速凍結では−50 
o
C，緩慢凍結では−15 

o
C で定温保持する．その後，−9 

o
C

まで加熱され，この加熱開始時から観察・記録が行われる．なお，各条件に対して未

脱水および脱水試料を 3 サンプルずつ用意した． 

  

Fig. 7.3  Dehydration rate of onion epidermal tissue (3 × 3 cm
2
) by natural air drying (25 

o
C, 60 %RH). 
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7.3  氷晶成長状態の評価方法 

細胞内水分を確認できる状態まで倍率を上げて観察した顕微鏡写真を Fig. 7.6 に示

す．Fig. 7.6 a, b は，初期状態と凍結後の状態をそれぞれ示しており，凍結時には細胞

内が暗化して内部の状態を確認できなくなる．組織内氷晶の大きさを評価する場合，

100 個程度の氷晶直径を測定して統計処理を行うことが必要となるが，Fig. 7.6 b の状

態では不可能と思われる．そこで，氷晶の大きさにより透過光の反射状態が変化する

ことを利用し，成長状態を評価することを考える．細胞内核生成時には flashing と呼

ばれる凍結挙動が観察されるが，flashing では多くの微細氷晶が形成される．そのよ

うな微細氷晶が支配的な領域では光の乱反射が過度に生じるため，透過光観察の場合

だと細胞内が暗化した画像となる．また，氷晶が成長すると乱反射の度合いが減少す

るため，暗化していた部分が明るくなる．観察画像から氷晶の成長状態を評価するプ

ロセスを Fig. 7.7 に示す．まず，観察映像から任意の時刻で画像を抽出し，二値化処

理を施す．二階調画像から，微細氷晶が存在している黒色部の占有面積を求め，面積

割合を算出してその時間変化を評価する． 

  

Fig. 7.6  Closeup view of an onion cell. 

: 100 m 

(a) initial (b) frozen 
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Fig. 7.7  Evaluation method of area for small ice crystals. 
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7.4  実験結果と考察 

7.4.1  細胞内水分挙動 

本実験における細胞内水分挙動の一例として，Fig. 7.5 b に示した緩慢凍結を施した

未脱水試料の顕微鏡写真を Fig. 7.8 に示す．各写真にはステージ温度と観察時間

（min:sec）を併記している．Fig. 7.8 b~d からわかるように，−11 
o
C 付近で細胞内核生

成が生じ，細胞毎に flashing を起こしながら凍結している様子が確認される．加温過

程の観察写真である Fig. 7.8 f~i では，暗化していた部分が徐々に明るくなっているこ

: 200 m 

Fig. 7.8  Photomicrographs of an onion epidermal tissue. (a)~(e): cooling process. (f)~(i): 

heating process. 

(a) 2.00 
o
C(00:00) (b) −10.65 

o
C(12:39) (c) −10.70 

o
C(12:42) 

(d) −10.75 
o
C(12:45) (e) −15.00 

o
C(20:00) (f) −11.00 

o
C(24:00) 

(g) −9.00 
o
C(28:00) (h) −9.00 

o
C(32:00) (i) −9.00 

o
C(40:00) 
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とがわかる．これは，細胞内の氷晶が融合・成長を繰り返してより大きな氷晶へと変

化していることを示している．この一連の流れは，急速凍結条件においても確認され

た． 

7.4.2  細胞内氷晶の成長 

細胞内氷晶の成長状態を確認するために，未脱水および脱水試料中に微細氷晶が占

める面積割合の時間変化を評価した結果が Fig. 7.9 である．左軸に微細氷晶が占める

面積割合，右軸に試料温度をとっており，異なる冷却速度での結果をそれぞれ示して

Fig. 7.9  Proportion of small ice crystals and temperature vs. time. 
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いる．まず，細胞内氷晶の発生から成長までの変化について，Fig. 7.9 b を用いて説明

する．冷却開始から約 12 分後に細胞内核生成が生じ，暗化した細胞が瞬時に増加す

る．−15 
o
C で保持されている間は微細氷晶の面積割合にほとんど変化がなく，加温過

程（20 分後）に入ってから徐々に減少している．急速凍結した場合でも同様の傾向を

示しており，融解温度帯に近いところでの氷晶成長が支配的であることを確認できる．

また，緩慢凍結を施した試料では予備脱水の有無による明確な差が面積割合に表れて

おり，Fig. 7.9 a, b を比較すると，予備脱水によって冷却速度に関わらず微細な氷晶が

形成されていることがわかる． 

7.4.3  細胞内における氷晶成長速度 

Fig. 7.9 に示した微細氷晶の面積割合の時間変化における 2 点間の傾きを氷晶成長

速度と定義し，脱水の有無および急速・緩慢凍結の差異について再度考察する．加温

過程における氷晶成長速度を観察時間に対してプロットしたものが Fig. 7.10 である．

左軸に氷晶成長速度，右軸に試料温度をとっており，異なる冷却速度での結果をそれ

ぞれ示している．どちらの冷却速度においても，氷晶成長速度が急激に増加してから

減少に転じており，氷晶成長速度の極大値が存在していることがわかる．また，それ

らの極大値には明らかな差があり，冷却・加熱速度の差異が影響しているものと考え

られる．予備脱水の有無に関しては，急速凍結試料では予備脱水によって成長速度が

低減されている．緩慢凍結試料については，脱水試料の氷晶成長の方が少しだけ遅く

なっている．このことから，解凍過程における氷晶成長の抑制に対しても予備脱水は

有効と考えられる． 
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Fig. 7.10  Ice crystal growth rate and temperature vs. time. 
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7.4.4  氷晶成長速度と魚種の違いによる解凍後組織損傷の差異に関する考察 

本実験で得られた結果を踏まえ，本論文第 2 章で示されたサバとタイの解凍後組織

損傷の差異について再度考察する．サバとタイを同じ冷凍方法で凍結させて緩慢解凍

を施したところ，タイの筋組織内部には氷晶による多くの損傷が観察された．第 6 章

での解析結果からこの損傷が解凍時の氷晶成長に起因する考えに至るとともに，予備

脱水試料については損傷が軽減された点を踏まえ，氷晶成長に対する含水率の影響を

検証する必要があると判断した．細胞内氷晶の成長速度を評価した結果，異なる含水

率で成長速度に違いが見られたため，初期含水率がサバよりも高いタイでは氷晶成長

速度が大きいと考えられる．このことから，冷凍時にタイの筋組織内部には小さな氷

晶が存在していて，緩慢解凍過程における氷晶成長によって組織内部からの損傷が引

き起こされたものと推察する．予備脱水試料の損傷軽減に関しては，脱水によって氷

晶成長速度が低減されて，再結晶化による組織内部の損傷が減ったと考えられる． 

解凍時における氷晶の成長抑制に備えるだけなら，流水解凍などで解凍を速めれば

成長する前に融解温度帯を通過する．しかし，組織内への水分再吸収について第 2 章

で述べたように，サバにおいては緩慢解凍によって再吸収率が高まり，タイにおいて

は予備脱水量の多い場合に再吸収率が上昇した．解凍時の組織復元には水分再吸収が

不可欠で，単純に解凍を速めただけでは十分に復元しない．それ故に，タイのように

含水率の多い魚種では予備脱水と緩慢解凍を併用することで，再結晶化による組織損

傷を防ぐとともに組織復元も促進されるものと考える． 
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7.5  結論 

タマネギ表皮組織における細胞内氷晶成長過程の顕微鏡観察を行い，冷却速度と含

水率の氷晶成長速度への影響を検討した結果，以下の結論を得た． 

(1) 融解温度帯での氷晶成長が支配的となっており，解凍過程においても結晶化速度

の大きい温度帯を通過する時間が重要となる． 

(2) 緩慢凍結条件下では予備脱水の有無で細胞内氷晶の大きさに明確な違いが表れて

おり，予備脱水によって冷却速度に関わらず微細な氷晶が形成される． 

(3) 低含水率試料では氷晶成長速度が減少したことから，予備脱水は細胞内氷晶の成

長抑制に有効である． 

(4) 第 2 章で確認された再結晶化による組織損傷について再度考察すると，(3)から，

初期含水率がサバよりも高いタイでは氷晶成長速度が大きく，冷凍時に筋組織内

部で形成された微細氷晶が緩慢解凍時に成長したことによって，組織内部からの

損傷が引き起こされたものと推察する． 
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第 8章 

総括 

本論文では，食品・生体の冷凍保存を改善するために行われる脱水冷凍法について，

その冷凍と解凍過程における組織内の熱・物質移動現象を明らかにするとともに，氷

晶による組織損傷機構との関連を調べ，より高品位な冷凍保存を可能にするための冷

凍・解凍方法に関する提言を行うことを目的とした．特に，魚種による組織損傷の差

異を確認し，二重セルモデルの作成および冷凍過程の数値解析を経て，解凍時の氷晶

の再結晶化について詳細に考察している． 

 

第 1 章で研究背景と目的を述べた後，第 2 章では脱水冷凍を施した魚肉組織（サバ

とタイ）について，解凍速度と魚種による組織損傷の違いを調べ，冷凍・解凍特性と

の関連を検討した．サバにおいては，緩慢解凍が組織内への水分再吸収に効果的であ

り，解凍時のドリップが低減されるとともに，予備脱水によってその効果が高まった．

一方，タイにおいては，緩慢解凍は組織内部に再結晶化による損傷が発生しやすいも

のの，脱水量を多くすればそれを抑制できることを確認した．これらのことから，最

適な脱水冷凍を考えるには，解凍過程における水分挙動の把握が重要であると結論付

けた． 

 

第 3 章では，魚肉組織の冷凍過程における予備脱水の影響を明らかにすることを目

的とし，組織内の熱・物質移動を記述するための二重セルモデルを構築し，数値解析

を行って実験結果と比較した．温度履歴の比較から，数値解析結果は実験結果に見ら

れる冷却特性を定量的に表現しており，二重セルモデルによる数値解析の有効性が示

された． 
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第 4 章では，脱水冷凍においてその影響が顕著になると予測される凍結濃縮効果を

考慮するため，固液界面における溶質掃出しを記述する溶質の分配係数を実験的に評

価した．測定対象には，生体の冷凍保存に関する数値解析で多用されている NaCl 水

溶液に加え，第 2 章で魚種の違いを確認したサバとタイの組織液を選定した．方向性

凝固観察法を用いた実験観察によって，溶質分配係数を簡易的に測定できる方法を提

案するとともに，初期濃度と分配係数との関係を示した．その結果，NaCl 水溶液（1

～5 wt.%）で約 0.90，サバとタイの組織液では 0.89 と 0.84 となった．先行研究の値

と比較すると，計測した NaCl 水溶液の分配係数が同程度の値を示しており，本手法

の有効性も確認された． 

 

第 5 章では，第 3 章で提案した二重セルモデルに，細胞内核生成理論と氷・過冷却

水間での蒸気圧差に基づく水分輸送機構を導入した．このモデルを用いて冷凍過程の

数値解析を再度行い，細胞収縮と細胞損傷との関係について調査した．蒸気圧差によ

る細胞膜を介した水分輸送量は，凍結濃縮がもたらす浸透圧差による輸送量よりも多

く，蒸気圧輸送によって細胞内液が細胞外に比べてより高張な状態で凍結した．予備

脱水の影響について見た結果，凍結前に細胞が収縮してしまうが，脱水の有無で凍結

後の細胞サイズに差はなく，予備脱水を用いた凍結時間短縮による氷晶成長抑制を優

先すべきと考えた．また，第 2 章の結論を踏まえて魚種の違いに着目した数値解析を

行った．膜透過率が大きいと細胞内核生成温度が低下する傾向にあるため，細胞内に

おける氷晶成長が抑制されると考えられる． 

 

第 6 章では，タイの筋組織内部で発生した再結晶化が melt/refreeze に起因する現象

であるかの検証を目的とし，二重セルモデルを用いた解凍過程の熱・物質移動数値解

析を行った．第 5 章に示した冷凍過程の結果を含めて考察すると，冷凍過程で細胞内

核生成が生じない温度帯では解凍過程でも核生成が起こらないため，melt/refreeze に

基づいて想定した解凍時再結晶化プロセスが起こり得ないと考えた．このことからサ

バとタイとの解凍後組織損傷の差異は，氷晶の表面自由エネルギーが自発的に減少す

ることで生じる氷晶成長の結果であると考えられる． 

 

第 7 章では，第 6 章での結論を踏まえ，氷晶成長に対する含水率の影響を検証する
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必要があると考え，タマネギ表皮組織における細胞内水分の凍結挙動を顕微鏡観察し

た．氷晶成長を画像解析から評価した結果，融解温度帯での氷晶成長が支配的となっ

ており，解凍過程においても最大氷晶生成帯の通過時間が重要であることを確認した．

また，予備脱水試料では氷晶成長速度が減少したことから，細胞内氷晶の成長抑制に

対する予備脱水の有効性を示した．第 7 章での結果を踏まえ，初期含水率の高いタイ

では氷晶成長速度が大きく，確認された再結晶化による組織損傷は，冷凍過程におけ

る組織内部の微細氷晶が緩慢解凍時に成長することによって引き起こされた損傷で

あると推察した． 

 

以上，本論文は食品・生体の冷凍・解凍における組織内熱・物質移動現象と損傷機

構に焦点を当て，実験・解析の両面から明らかにした成果をまとめたものである．そ

の締めくくりに，魚肉組織の解凍過程における損傷と復元を同時に評価する指標を回

復率とした上で，回復率への解凍速度の影響について考える．Fig. 8.1 は定性的な傾

向を表す図で，横軸に解凍速度，縦軸に回復率をそれぞれとり，脱水冷凍に着目した

本研究で得られた結果を反映したものとなっている．また，第 7 章までに得られた結

果を再度 Fig. 8.1a~c に示している．未脱水組織において，解凍が遅いと再結晶化のリ

スクが高まるが，迅速に解凍すれば組織への水分再吸収が十分でないため，それぞれ

の場合において回復率が減少する．それ故に，再結晶化による損傷を低減すると同時

に，再吸収も促進できる解凍速度が定まると予想される．一方，脱水された組織にお

いては，緩慢解凍時の再結晶化による損傷が減少し，これは低含水率で氷晶成長速度

が小さくなることに起因すると考察した（Fig. 8.1a, b）．また，解凍が速い場合の再吸

収率についても改善が見られたが，脱水の効果は緩慢解凍においてより顕著であった

（Fig. 8.1c）．加えて，予備脱水による氷晶微細化の効果を考慮すると，未脱水組織よ

りも冷凍時の損傷が少なく，解凍後の状態が向上するものと考えられる．これらのこ

とから，氷晶成長を防ぐには急速に解凍すればよいが，解凍時の組織復元には水分再

吸収が不可欠であり，単純に解凍を速めただけでは十分に復元しない．したがって，

含水率の多い魚種では予備脱水と緩慢解凍を併用することで，再結晶化による組織損

傷を防ぐとともに組織復元が促進され，良質な冷凍保存が可能になるものと考える． 
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Fig. 8.1  Effects of thawing rate on recovery rate (tissue damage and re-absorption). 
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