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研究成果の概要（和文）： 不凍化蛋白質水溶液の一方向冷却を行い、濃度場推定と近赤外光を

利用した温度場測定を行った。その結果、この蛋白質水溶液に特有の鋸刃状氷表面近傍では、

冷却方向と直角方向に熱流束があること、その原因として不凍化蛋白質の高濃度域が考えられ

ることを得た。さらに、不凍化蛋白質と塩化ナトリウムの混合水溶液における界面温度が、各々

の水溶液の界面温度より低いことを実験的に明らかにした。このことと首尾一貫する分子動力

学解析結果を得た。 

 

研究成果の概要（英文）： We carried out measurement of temperature field for the solution 

of antifreeze protein under unidirectional freezing using near-infrared light. Also, we 

estimated protein concentration with fluorescence microscopy. We found that noticeable 

heat flux exist in the direction perpendicular to the ice growth direction in the serrated 

interface. This heat flux was due to the high concentration regions of antifreeze protein. 

The interface temperature for the mixed solution of antifreeze protein and sodium chloride 

is lower than the sum of the interface temperature for antifreeze protein solution and the 

interface temperature for sodium chloride solution. We obtained the results of molecular 

dynamics analysis, which was consistent with the measured result. 
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１．研究開始当初の背景 
近年、氷結晶の成長を抑制することの重要

性が、とくにバイオ・医療分野や食品分野で
高まっている。これまでに、多くの氷成長抑
制の方法が検討されてきた。それらの中で最
も有望でかつ、安全性と省エネルギー化の要

求にも応えられるものは、不凍化蛋白質の添
加である。 

これまでに、国内外の生化学者や化学者に
より、不凍化蛋白質に関する多くの研究がな
されてきた。その内容は、不凍化蛋白質を持
つ動植物の発見、構造と不凍効果の検討、不
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凍メカニズムの解明、動植物の品種改良など
多岐にわたる。不凍効果に関しては、準平衡
状態における微量浸透圧計を用いた凝固点
計測と結晶形の観測より、融点と凝固点に差
が生じる、浸透圧を上げることなく氷結晶成
長を抑制するという特異な性質が明らかに
なった。また、メカニズム解明に関連して、
分子動力学解析、走査型トンネル顕微鏡によ
る氷表面計測結果から、水素結合や水和など
による水分子と不凍化蛋白質との相互作用
の仮説が得られた。 

しかしながら、ほとんどの研究の計算条件
や実験条件では、氷のサイズ、冷却時間(つま
り熱流束)などが実際の動植物の場合と異な
る。また、バイオ・医療分野や食品分野での
応用とも異なる。さらに、得られた結果を基
にした仮説には、不凍化蛋白質のアミノ酸残
基の果たす役割に相反するものがある。ゆえ
に、氷結晶成長抑制のメカニズムは不明であ
る。 

 
２．研究の目的 
本研究の最終目的は、不凍化蛋白質のは

たらきを制御することにより、ある特定の
時間に、ある特定の領域の氷結晶成長を抑
制する方法を確立することである。この最
終目的達成ために、本研究では、以下の事
項を目的とした。 
まず、熱力学的非平衡状態における、不

凍化蛋白質水溶液の温度場と濃度場を明ら
かにする。得られる結果をもとに、熱力学
的非平衡状態における、不凍化蛋白質の氷
成長抑制機構を考察する。 
つぎに、不凍化蛋白質水溶液にイオンを

添加して、熱力学的非平衡状態における不
凍化蛋白質の氷成長抑制へのイオンの影響
を考察する。 
以上の考察をもとに、熱力学的非平衡状

態における、不凍化蛋白質とイオンを用い
た氷成長抑制方法の可能性を探る。 
 
３．研究の方法 
 熱力学的非平衡状態として、厚さ 0.02mm
の水溶液膜の一方向凝固を取り上げた。水に
よる近赤外光の吸収が温度に依存すること
を利用して、近赤外カメラを用いて、近赤外
光透過光強度を測定することにより、水溶液
膜の二次元温度場を計測した。このとき、同
時に界面形状も観察した。 
また、別途不凍化蛋白質に蛍光分子を付与

し、蛍光顕微鏡法により輝度を測定し、その
結果から不凍化蛋白質の濃度を推定した。 
 
４．研究成果 

極細熱電対の近くに微小領域を設けて較
正実験を行った結果、純水膜の近赤外吸光
度から求めた温度が熱電対測定温度と誤差
0.01℃で一致すること、不凍化蛋白質水溶
液や氷の温度もほぼ同程度の精度で測定で
きることを明らかにした（図 1参照）。 
 

 
図１ 熱電対測定温度と近赤外吸光度か

ら求めた温度の関係（論文③） 
 
近赤外カメラを用いて、微小領域におい

て一方向に徐々に凝固する不凍化蛋白質希
薄水溶液の温度分布を測定した。その温度
分布から、局所の熱流束を求めた。その結
果、界面のごく近傍を除いて、十分な精度
の温度計測が可能であることを明らかにし
た。また、不凍化蛋白質希薄水溶液に特徴
的な鋸刃状界面の近傍では、結晶成長と直
角方向の熱流束が高いことを初めて明らか
にした（図２参照）。 
 
蛍光分子イソチオシアン酸フルオレセイ

ンを付与した不凍化蛋白質の水溶液を、温
度測定の場合と同様に徐々に冷却し、成長
する氷界面近傍における蛍光画像を取得し
た。得られた画像を解析した結果、鋸刃状
界面の先端から界面に沿って蛋白質濃度は
増加すること、鋸刃状界面の底部における
蛋白質濃度の上昇が氷内部に液体領域の残
る原因であること、上記の２次元熱伝導の
原因は高濃度蛋白質領域の存在およびその
移動と考えられることを明らかにした（図
３参照）。 
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(a) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(b) 
 
図２ 近赤外カメラによる温度計測結果

(a)画像例と熱流束計算用温度計測領域、
(b)温度分布（論文①） 

 

 
図３ 蛍光輝度分布の例（論文①） 
 
微小領域において、不凍化蛋白質と塩化

ナトリウムの希薄水溶液の一方向凝固の際
の、界面温度を極小熱電対を用いて測定し
た。その結果、混合液の界面温度は、蛋白
質水溶液の界面温度と塩化ナトリウム水溶
液の界面温度の和よりも低いこと（協同効
果）（図４参照）、混合液の場合に界面移動
速度の低下とともに界面温度が下がること
を明らかにした。 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図４ 不凍化蛋白質と塩化ナトリウムの

混合水溶液における氷界面温度（学会発表
④） 

 

 
図５ 不凍化蛋白質、ナトリウムイオン、

塩化物イオン、氷壁、水からなる系の分子動
力学シミュレーションにおけるスナップシ
ョット例（論文②） 

 

ナトリウムイオン、塩化物イオン、不凍
化蛋白質、氷結晶を含む水に関する分子動
力学シミュレーションを行い、イオンの存
在により、水分子および氷に近い蛋白質分
子の運動が抑えられること、その結果蛋白
質分子が氷表面と直接相互作用する可能性
が高くなることを、明らかにした（図５参
照）。したがって、不凍化蛋白質と塩化ナト
リウムの混合水溶液における界面温度が、
各々の水溶液の界面温度より低い上述の協
同効果と首尾一貫することを明らかにした。 
さらに、実用上重要で、かつより熱力学

的非平衡状態の著しい場合である、水溶液
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が流れている場合について、検討をおこな
った。その結果、微細流路内の不凍化蛋白質
水溶液流についても、温度場計測と濃度場推
定が可能であること、不凍化蛋白質の氷への
影響が大きいこと、フェーズフィールド法を
用いた氷を含む液流の予測が有望であるこ
とを得た（学会発表①、③）。 
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