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研究成果の概要（和文）：寒冷環境に住む変温生物の凍結を防ぐ機能を持つ凍結抑制タンパク質

の機能が発現するメカニズムを解明するために、実験･理論的研究を行った。氷結晶の成長がこ

のタンパク質の界面吸着と関連することを初めて実証するとともに、2 段階可逆吸着様式とい

うタンパク質分子の氷界面への吸着特性を明らかにした。すなわち、界面に吸着したタンパク

質分子は、界面へのより強い吸着状態を実現するために自らその形状(二次構造)を変化させる。

この特性は、結晶成長速度の促進や自発的な振動現象を引き起こすことも示した。

研究成果の概要（英文）：Experimental and theoretical studies of antifreeze proteins, which
have the special function to prevent the freezing of living organisms under the subzero
environment, were carried out. Direct evidence for the relation between the adsorption of
proteins on the ice interfaces and the prohibition of crystal growth was first demonstrated
directly, and it was made clear that the protein molecule adsorption proceeded in two
stages depending on the conformation change of protein molecules. This adsorption mode
was completely new and called as “two-step reversible adsorption”. This adsorption model
also explained the growth promotion of basal planes of ice and the self oscillations of
growth rates.
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大幅に促進されたり、成長速度が自発的に振
動したりするらしいことを、研究代表者のグ
ループが発見した。この現象は、結晶成長す
る氷界面へのこれらのタンパク質が吸着す
ることで起こると考えられているが、その吸
着特性やメカニズムに関しては未解明であ
った。

特に結晶成長速度の促進は、従来これらの
タンパク質が界面に吸着すると成長速度の
抑制方向にのみ作用すると考えられていた
ことと、全く矛盾する結果である。さらに、
成長速度の変動は、結晶成長における自発的
振動現象と考えられるが、そのメカニズムに
ついては明らかにされていなかった。この、
自発振動成長は、鉱物結晶などの内部に良く
観察されるストリエーションと呼ばれる
縞々模様の生成とも密接に関連するが、この
模様と成長速度の直接測定を同時に観察し
た例は殆どなく、そのメカニズムにも諸説が
ある。

AFGP や AFP は、氷結晶成長を制御する
機能性タンパク質としてその応用にも期待
されているが、タンパク質分子の構造や生理
学的な研究が中心で、氷結晶の成長界面にど
のように吸着をするのか、さらにそれが結晶
成長をいかにして制御するのかについては、
ほとんど解明されていないのが現状であっ
た。界面への吸着が重要な役割を果たすとい
うことは、古くから指摘されていたが、実際
に界面にタンパク質分子の吸着が起きてい
るかどうかさえ、実証するような実験結果は
得られていなかった。その大きな原因にひと
つは、氷物理学や結晶成長学など氷界面に特
有な物理的性質、現象の非平衡論的な取り扱
いが十分ではなかったことにある。

２．研究の目的
本課題で扱う現象は、成長界面に吸着した

タンパク質分子による結晶成長カイネティ
クスの改変と、結晶成長に伴い界面で排斥さ
れたタンパク質分子の挙動（拡散や分配）と
が、非線形的に相互作用することに起因する。
さらに、同じ分子であっても、結晶の面方位
ごとにその作用が異なる（異方性）。このよ
うな現象は、塩などの無機物が不純物として
結晶成長に作用する場合には決して観察さ
れない。アミノ酸やタンパク質など、いわゆ
るマクロサイズの生体高分子が不純物とし
て作用する場合に極めて特徴的に現れる、新
しい物理現象である。

本研究では、結晶が成長しつつある動的状
態での界面吸着状態にあるタンパク質分子
のコンフォメーションや結晶成長過程など
のその場測定を行った。さらに、理論的考察
や計算機シミュレーションとも共同し、凍結
抑制タンパク質の不純物効果が氷結晶の異
方的成長カイネティクスに与える効果を解

明し、マクロ分子の関与した新しい結晶成長
機構モデルの構築を目指した。さらに、氷の
凍結を抑制するタンパク質を研究試料とし
て用いることから、生体の耐凍結・耐寒冷戦
略のメカニズム解明という生命科学的役割
を、新しい物理的手法で解明することを目的
とした。

３．研究の方法
(1) 本研究を行うために、生命科学の分野で
活用される手法を、結晶成長の物理実験の分
野に導入した。まず、蛍光特性を持つ分子に
より AF（G）P 分子をラベルすることにより、
結晶成長に伴いタンパク質分子がどこに、ど
の様な濃度で再配分されるかを、蛍光顕微鏡
によりその場観察した。これにより、結晶成
長界面近傍での、AF(G)P 分子の界面への吸
着過程、結晶内部への取り込み過程、界面か
らの排斥過程、さらに界面近傍から遠方への
拡散過程の直接観察が可能になった。さらに、
成長界面の空間的な位置の時間変動も精密
測定することで成長速度の振動周期や振幅
などの解析を同時に行うことも可能となっ
た。
(2) このような測定を高精度に行うには、い
かにして氷の結晶を成長させるかが鍵とな
る。このため、本研究では水溶液中での氷単
結晶の自由成長法と、温度勾配の中を成長さ
せる一方向成長法を採用した。
(3) 氷界面に吸着した状態での AF(G)P 分
子の二次構造を解明するために、ATR-FTIR
法を導入した。この測定でも、氷結晶をどの
様にして生成するかが測定の重要な鍵にな
るため、新しい薄膜状氷結晶生成装置を開発
した。
(4) これらの実験的研究の成果を元に、分子
動力学法による AFP 分子の界面吸着特性の
検証、および氷界面吸着に関する新しいモデ
ルを構築した。

４．研究成果
(1) 自由成長法による成果
① AFGP 水溶液中で自由成長する氷結晶
をレーザー共焦点蛍光顕微鏡でその場観察
した。その結果、氷の成長界面に蛍光輝線が
観察されると、その面の成長が停止する様子
が、直接観察された。図１の界面 1、および
３には明るい蛍光輝線が観察され成長は完
全に停止しているが、輝線のない界面２は成
長を継続している。この観察は、AFGP 分子
の界面への吸着が、結晶成長を実際に抑制し
ていることを実験的に証明した世界初の画
像である。

また、成長を継続した界面２は、成長を停
止している界面(1 と 3)に挟まれているので、
成長とともに面のサイズが小さくなり最終
的に消失する。同時に界面 3 では、成長が再



開し、界面の蛍光輝線も消失した。この結果
は、界面への AFGP の吸着は従来考えられて
いたほど強固ではなく、可逆的であることを
示唆する。

② 界面において観察される蛍光強度ピー
クは、プリズム面に吸着した AFGP からの積
算値である。これと結晶の厚みの推定値（40
μm）から、プリズム面への AFGP 分子の面
吸着間隔(d)を計算すると d＝21.4±4nm と
なる。界面に吸着した AFGP 分子が、界面の
移動をピン止めするというモデルから、この
界面が成長を開始できる臨界の過冷却度を
推定することが可能で、最大－6℃程度とな
る。この温度は、この結晶が成長している実
際の温度－0.05℃よりも桁違いに大きくなる。
すなわち、この結果は従来多くの研究者が採
用してきた、AFGP 分子の界面吸着による界
面移動のピン止め効果が、成長抑制の原因と
するモデルは、もはや成り立たないことを意
味している。

(2) AFGP 分子の界面吸着状態での二次構
造解析

水中での AFGP 分子は、非常に柔軟で、い
わゆる絡まった紐のような二次構造を持つ
ので、このままの形では氷結晶格子との適合
性が悪い。この分子が氷界面に吸着できるの
はなぜかという疑問に答えるため、我々は
ATR-FTIR 法により、氷界面に吸着状態にあ
る AFGP の二次構造解析を行った。

図 3（a）は、試料から得られたスペクトル
の温度変化を示す。まず、室温から温度をゆ
っくり低下させて測定すると、-15℃で D2O
分子の O―D 伸縮振動バンドの最大ピーク波
数の位置がシフトし、スペクトル形状も変化
する。これは、D2O の液相から固相への変化
に相当するもので、この温度で試料が凍結し
たことを示す。逆に、いったん凍結した試料
の温度を上昇させながら測定すると、D2O の
融点まで液相に戻らない。。

一方、AFGP の二次構造に敏感な吸収バン
ドは、1600～1700cm-１に現れるアミド I バ
ンド（C-O 伸縮振動バンド）で、図 3(b)およ
び(c)に、+10℃(液相)と-15℃(固相)でのこの
バンドの拡大図を示す。スペクトル形状の明
確な変化が観察される。図に示された破線は、
このスペクトルを AFGP 分子のさまざまな
タイプの二次構造に対応するピーク波数を
コンポーネントとして分解したものである。
すなわち、試料が液相から固相に変化すると、
特にα-ヘリックス構造に対応するコンポー
ネントが顕著に増加した。

凍結によるα-ヘリックス構造のコンポー
ネントの増加を示す結果は、氷界面に吸着し
た AFGP の構造を反映したものと結論され
る。すなわち、AFGP 分子は界面においてラ

図１ (a)ガラス毛細管の先端でAFGP水溶液

から成長する角板状氷結晶のスナップ写真

(濃度 5μg/ml、温度-0.05℃)。６角の面がベ

ーサル面である。側面(プリズム面)に蛍光輝

線が観察される 1、3、4の面は成長が完全に

停止しているが、輝線のない界面 2 だけが成

長を継続した。(b)写真の白枠内で蛍光強度

のプロファイルを取った結果。界面には鋭い

ピークが観察され、AFGP の吸着濃度が高い。

(c)共焦点蛍光顕微鏡の観察原理を示す模式

図。氷結晶の位置にレーザー工の焦点を結

び、水平面内でスキャンして、蛍光画像を取

得する。

図 2 氷界面への AFGP 分子の吸着と氷の

凍結温度(熱的ヒステリシス温度)との関

連を示す模式図。界面への分子の吸着間隔

が広い（吸着密度が小）場合は、ピン止め

効果により結晶成長を停止する。吸着密度

が上がり、吸着間隔がギブス・トムソン効

果で予想される曲率半径より小さくする

と、ピン止め効果が作用せず成長を開始す

る。



ンダムコイルの状態からα-へリックスの状
態に二次構造を変化させることで、氷界面へ
の吸着が強くなる。

(3) AFGP 分子の氷界面吸着モデル
これらの実験結果が示す結論は、AFGP 分

子の氷のプリズム面への吸着は、まずランダ
ムコイルの二次構造の状態で起きる弱い結
合が起こり、やがてα-ヘリックスへの二次構
造変化が起こり、界面に強く吸着することが
できるようになる。しかし、強く結合すると
いっても、離脱が可能な程度の強さであり、
吸着は可逆的な性質を持つ。すなわち、この
ような吸着は二段階可逆吸着（ 2-step
reversible adsorption）モデルとも呼ぶべき
新しい結晶界面への分子吸着である。

(4) 成長速度の自励振動
本研究で明らかになった AFGP 分子の二

段階可逆吸着モデルは、結晶成長速度にヒス
テレシスを引き起こす。すなわち、AFGP 分
子が界面に吸着するにはある程度の時間が
かかる。この時間に界面が移動してしまい、
界面への吸着が常に更新されるような状況
では、吸着による結晶成長の抑制力は弱い。
しかし、成長が遅く界面の更新が遅くなると
吸着はより強くなり、さらに成長を抑制する
ように作用する。すなわち、このような
AFGP 界面吸着と成長速度とが非線形的に
相互作用するので、成長の振動が誘起される。

(5) ベーサル面の成長速度促進機構
AFGP は、プリズム面には上に述べた様式

で吸着するが、ベーサル面には吸着しない。
しかしながら、氷のベーサル面は二次元核ま
たはらせん転位による沿面成長をする。この
とき、生成される成長ステップの端面はプリ
ズム面であるため、ここには優先的な吸着が
生じても良い。AFGP 分子の大きさは、氷の
ベーサル面の単位ステップ高さよりも圧倒
的に大きいため、吸着した AFGP 分子はベー
サル面から突き出す形で吸着する。このため、
この吸着分子は、新しい成長ステップ源とし
て作用することができる。これによりベーサ
ル面の成長速度は促進されることになり、

図３ (a)AFGP 水溶液薄膜から得られた

FTIR スペクトルの温度変化、(b)および(c)

は、Amide I バンドの吸収スペクトル（実線）

と、それを各二次構造に対応する波数で分

解した結果(破線)。それぞれ、液相状態の

試料と固相状態の試料に対応する。ハッチ

ングを入れたピークは、α-ヘリックス構造

の AFGP に対応し、試料が固相のときに配分

比が上昇することが分る。

図４ AFGP 水溶液中で成長する氷結晶のベ

ーサル面の位相差顕微鏡写真。多くの成長ス

テップが観察される。成長ステップの運動が

明瞭に観察される。純水中の成長では観察さ

れない。



AFGP 分子の氷結晶成長に対する機能は吸
着面方位によって全く逆の作用となる。この
モデルを証明する直接観察には残念ながら
成功しなかったが、AFGP 水溶液中で成長す
る氷のベーサル面では、明らかにステップの
運動が活発になることが観察された(図４参
照)。このステップの詳細な解析は、今後に残
された問題である。

(6) 計算機シミュレーションによるタンパ
ク質分子吸着ダイナミクス

分子動力学シミュレーションにより、氷/
水界面への不凍タンパク質の吸着特性を明
らかにした。その結果、吸着面に対するタン
パク質分子の向きによって吸着特性が異な
ることが明らかになった。強い吸着が起きる
ためには、氷結晶格子の周期性とタンパク質
分子の持つ内部周期性が一致するようにタ
ンパク質分子の方位が変化することも明ら
かになった。このような振る舞いは、実験で
得られたタンパク質分子の吸着特性や理論
的考察とも矛盾しない。

(7) 本研究の成果のインパクト
本研究で得られた成果は、国内外の多くの

研究者により注目され、特に国際会議やシン
ポジウムの特別講演や招待講演を多数依頼
されている。さらに、多くの学術誌から解説
等の執筆依頼を受けた。

さらに、本研究課題の連携研究者や博士研
究員として雇用した若手研究者から、2 件の
学会賞を受賞した。

また、本研究で得られた成果をもとに、国
際宇宙ステーション「きぼう」における長時
間微小重力実験のテーマに採択された。この
実験では、本課題で開発した位相差干渉顕微
鏡システムと成長セルを搭載した氷結晶成
長装置を製作し、氷結晶ベーサル面での成長
速度の超精密測定を予定している。微小重力
環境では、対流などに起因する擾乱がないた
め、この効果に影響されない結晶成長速度の
自励振動の観察や振動周期の決定などが可
能になると期待されている。2011 年夏の打上
を目指し、現在では実験装置の最終フライト
モデルの設計が進行中である。
http://kibo.jaxa.jp/experiment/theme/ap
plication/pm02pick.html
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