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研究成果の概要（和文）：抗氷核ポリフェノールが有する氷核形成阻害活性（過冷却促進活性または抗氷核活
性）の作用機構を解析するため、氷核細菌Erwinia ananasの氷核タンパク質inaAを活性評価系に利用することに
した。inaAにヒスチジンタグを付した組換えタンパク質（His-inaA）を大腸菌で発現させ、その菌体の粗抽出液
からHis-inaAをアフィニティ精製したところ、可溶性His-inaA画分でも氷核活性が検出された。さらに、この可
溶性His-inaA画分に抗氷核ポリフェノールを添加すると氷核活性が抑制された。

研究成果の概要（英文）：It is well known that existence of the ice nucleation substances (ice 
nucleators) such as silver iodide and ice nucleation bacteria promote freezing of supercooled water.
 Because these substances catalyze freezing of water, ice nucleation activity (INA) increases 
freezing temperature of the solution. On the other hand, recent studies showed that some polyphenols
 repressed INA of ice nucleators and depressed freezing temperature of the solution containing ice 
nucleators. Existence of these polyphenols (anti-INA polyphenols) maintained supercooling state of 
the solution. For study on the anti-INA process by anti-INA polyphenols, His-inaA was highly 
purified from the soluble fraction prepared from the crude extracts of Escherichia coli cells 
overexpressing His-inaA and soluble form of His-inaA was characterized. INA was detected in the 
soluble form of His-inaA and repressed by addition of some anti-INA polyphenols.

研究分野：樹木生理学
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１．研究開始当初の背景 
	
 近年、我々の研究室では,越冬する植物は
細胞内の水を決して凍らせないという性質
に注目し、深過冷却によって越冬する樹木の
木部組織から水溶液の凍結温度を低下させ
る凍結防御活性（氷核形成阻害活性、抗氷核
活性または過冷却促進活性）を検出した。こ
の活性物質（過冷却物質）の単離・同定を進
めたところ、４種類のフラボノイド配糖体と
４種類の加水分解性タンニンが得られた①,②。
これらの抗氷核ポリフェノールは、氷核形成
を促して凍結を誘発する化合物（氷核物質）
が水に混入する条件でのみ効果を発揮する。
そのため、過冷却促進活性を測定する際には、
氷核物質によって凍結が促進される条件を
前提としている。この条件では、既知の氷核
物質（ヨウ化銀や氷核細菌など）を超純水
（	
 MQ 水）に添加して冷却することで、凍結
温度の上昇が見られる。この水溶液にさらに
抗氷核ポリフェノールを添加して冷却する
と、氷核物質を添加した効果が抑制され、凍
結温度が低下する。我々が見出した過冷却物
質の中でも優れた活性を示すケンフェロー
ル	
 7-O-グルコシド（K7G）を、氷核細菌を添
加した MQ 水に対して終濃度で 0.5〜1	
 mg/mL
（数 mM）程度添加し、ドロップレット凍結法
で過冷却促進活性を測定すると、凍結温度
（INT50:	
 100 個以上の 2	
 µL の微量な水滴の半
数が凍結する温度）が 9℃近くも低下した。
他のフラボノイド配糖体や加水分解性タン
ニンの過冷却促進活性はおよそ 2〜4℃であ
ったが、これでも既往のものに比べて高いも
のであった。また、このような抗氷核ポリフ
ェノールは、凍結温度を低下させるほか、水
溶液の過冷却状態をより安定的に維持する
効果も見出された。そのため、これらの構造
類似体について網羅的に活性検出を試み、ポ
リフェノールを中心に 40 種近くの過冷却物
質を新たに見出した③,④,⑤。その後、樹木の木
部柔細胞での生理現象を参考にし、抗氷核ポ
リフェノールと氷核物質とがかかわる水の
凍結制御機構を理解に努める必要があるこ
とを実感した。そのためには、抗氷核ポリフ
ェノールと同様に重要な化合物である氷核
物質も都合よく取り扱える物質であること
が好ましいと考えるに至った。	
 
	
 
２．研究の目的	
 
	
 現時点で、凍結の引き金となる氷核の形成
を過冷却物質が阻害して過冷却を維持する
メカニズムの詳細は不明であるが、水の凍結
を抑制する機能は学術的にも実用的にも非
常に魅力的である。そこで我々は、抗氷核ポ
リフェノールが氷核物質に対してどのよう
に作用するのかについて検証する。そのため、
すでに氷核細菌 Erwinia	
 ananas から単離し
た inaA 遺伝子から作出した組換え氷核タン
パク質（His-inaA）を利用して、抗氷核ポリ
フェノールが氷核活性を抑制することを再
現できる実験系を構築し、これを利用して氷

核タンパク質自体の活性特性を調べると共
に、抗氷核ポリフェノールが氷核活性を抑制
する現象を分析し、水の凍結を制御する仕組
みの理解に努めることとした。	
 
	
 
３．研究の方法	
 
①	
 組換え inaA の調製	
 
	
 大腸菌株で発現させた各組換え inaA を単
離・精製するため、組換え大腸菌の粗抽出物
を 9,000×g沈殿画分（封入体画分）、100,000
×g 沈殿画分（膜画分）、100,000×g 上清画
分（可溶性画分）の三つに分画し、氷核活性
を測定した。さらなる解析には、アフィニテ
ィ精製した組換え inaA を用いることとした。
高度に精製されたこの標品は活性測定など
以降の解析に利用した。	
 
	
 
②	
 樹皮の粗抽出物の調製	
 
	
 採取した樹皮を液体窒素中で粉砕し、抽出
用緩衝液と 20	
 mg/mL	
 ポリビニルポリピロリ
ドン（PVPP）を加えて抽出した後、9,000×g
で 10 分間の遠心分離をおこなって上清と沈
殿を取り分けた。上清はさらに 15,000×gで
10 分間の遠心分離をおこなって上清（15,000
×g上清画分）を得た。このときの沈殿（9,000
×g 沈殿画分）は新しい抽出用緩衝液を用い
て 3回洗浄した後、MQ 水を加えて懸濁したも
のを不溶性画分とした。続いて、この不溶性
画分に対し 10 倍量の MQ 水を加えて振とうし
た後、遠心分離して上清を取り分けた。この
操作を同一試料で 10 回繰り返し、それぞれ
で得られた上清を孔径 0.2	
 µm のメンブレン
フィルターで濾過し、濾液を洗浄液画分（洗
浄液画分 1～10）とした。	
 
	
 
③	
 凍結温度の測定による氷核活性評価	
 
	
 熱分析法によって冷却したサンプルが凍
結する際の発熱を検知した。凍結が始まった
温度を凍結温度とみなし、対照区と試験区の
凍結温度の差をもとめ、氷核活性または氷核
形成阻害活性として評価した。なお、氷核形
成阻害活性の測定では、抗氷核ポリフェノー
ル（エピガロカテキンガレート:	
 EGCG ほか）
などを用い、氷核細菌や組換え inaA の氷核
活性をどの程度阻害するかを評価する。さら
に、inaA に対するポリクローナル抗体（抗
inaA 抗体）を利用して氷核活性に対する影響
を調べた。	
 
	
 
４．研究成果	
 
	
 本研究では、氷核物質による水溶液の凍結
を抗氷核（過冷却促進）ポリフェノール類が
阻害するメカニズムを調べるため、氷核物質
と抗氷核ポリフェノール類との相互作用に
ついて検証することにした。そのため、氷核
細菌 Erwinia	
 ananas 由来の inaA遺伝子にヒ
スチジンタグを付して大腸菌で発現させる
ことで得られた組換え氷核タンパク質
His-inaA（図１）をアフィニティ精製し、こ
れを用いて過冷却促進ポリフェノールによ



る His-inaA の氷核活性阻害様式を調べた。
また、植物の凍結挙動のメカニズム解明の一
環として、植物由来の氷核活性物質について
も分析を進めた。	
 

	
 
（１）組換え inaA と過冷却促進ポリフェノ
ールの相互作用に関する研究	
 
	
 氷核細菌 E.	
 ananas では inaA は菌体の外
膜上に局在し、活性を有したままで可溶化す
ることが難しいといわれていた。そこで組換
えタンパク質という形で発現させた氷核タ
ンパク質を菌体の粗抽出液から単離するこ
とにした。大腸菌を用いて組換え氷核タンパ
ク質(His-inaA)を発現させたところ、組換え
大腸菌株に氷核活性が付与された（図２）。	
 

	
 
	
 この組換え大腸菌抽出物から活性を有し
たままで His-inaA を単離することを試みた。
His-inaA を発現させた大腸菌の粗抽出液か
ら可溶性画分、膜画分、封入体画分の３つに
分画して活性測定をおこなったところ、いず
れの画分からも氷核活性を検出できたので、
いずれの画分にも活性を有した His-inaA が
存在することが示唆された⑥（図３）。	
 

この可溶性画分の氷核活性は、抗氷核ポリフ
ェノールを添加することで活性阻害を受け
て凍結温度が上昇することが明らかになっ
た（図４）。	
 

	
 さらに、氷核タンパク質の利用のしやすさ
を考慮して、可溶性画分に存在する His-inaA
についてヒスチジンタグを利用してアフィ
ニティ精製したところ、他のタンパク質の混
入はあるものの、十分な氷核活性を示す画分
が回収できた。この可溶性 His-inaA の氷核
活性は過冷却促進ポリフェノールによって
活性阻害を受けて凍結温度が上昇した。さら
に抗 inaA 抗体を投与することによって氷核
活性がほんのわずかながら活性低下を引き
起こすことが明らかになった（Data	
 not	
 
shown）。	
 
	
 上記の結果から、氷核物質として可溶性の
His-inaA を用いることで、抗氷核ポリフェノ
ールとの相互作用の有無を検証することが
可能であることが示唆された。しかし、特異
抗体による活性阻害の程度が低いため、氷核
形成ドメインの重要性や抗氷核ポリフェノ
ールとの相互作用について調べるためには
さらなる条件検討が必要であるため、引き続
き検証を続けていく。	
 
	
 
（２）樹木の耐寒性機構に関する研究	
 
	
 氷核形成を阻害して過冷却を促進するポ
リフェノールは、樹木の木部柔細胞の越冬様
式として知られている深過冷却機構に関与
することが示唆されている。このようなポリ
フェノール成分の機能性を産業利用するた
めの基盤整備のための研究として、緑葉の表
面に付着する氷核細菌に対しても氷核形成
阻害効果を発揮するのか否かについて検証
した。すると、氷核細菌を塗布した緑葉リー
フディスクを氷点下温度で冷却すると、緑葉
の表面の氷核細菌の影響で緑葉の凍結が始
まるところを、抗氷核ポリフェノールを緑葉
表面に塗布・散布することによって緑葉の凍
結が回避されることが実証された⑦（図５）。
さらに、これらのポリフェノール類がいろい
ろな植物に含有されていることを鑑み、様々
な植物から粗抽出物を調製し、氷核細菌の氷
核活性を抑制する効果の高いものを選抜し、
それらを用いて同様の試験をおこなった。す
ると、緑葉表面上に塗布した氷核細菌に起因
する凍結を抑制する効果に優れることが明
らかとなった（図６）。	
 



	
 
	
 凍結抑制効果を発揮する機能成分の解析
を進める一方で、凍結抵抗性が著しく高い樹
木の樹皮から細胞外凍結を促進する氷核活
性を検出することができた。樹皮の柔細胞で
は細胞外凍結という凍結挙動によって氷点
下温度に適応している。寒冷地に生息する樹
木の細胞外凍結能力は極めて優れているこ
とが知られており、緩速冷却なら液体窒素温
度までも生存できるものも存在する。この細
胞外凍結では、最初に細胞外の水が凍結する
ことで未凍結水を蓄える細胞内との間で水
蒸気圧差が生じて、これが平衡化するまで細
胞内部の水が細胞外へ移動するため、細胞は
脱水される（凍結脱水）。この凍結挙動は草
本植物でも広く観察されるものであるが、寒
冷地の樹木樹皮の細胞の能力には遠く及ば
ず、凍結脱水による著しい収縮変形などによ
って細胞膜などが不可逆的な損傷を被る。今
回、このような凍結挙動が観察される樹皮か
ら抽出された成分から、細胞外の凍結を促す
ような氷核活性が検出された。この氷核活性
は、ヨウ化銀や氷核細菌のように高い氷核活
性ではなさそうではあるが、既知の植物由来
の氷核成分であるシュウ酸カルシウムとは
異なることが示唆された（Data	
 not	
 shown）。
また、この活性成分が含まれる画分に対して
いくつかの処理を施し、氷核活性への影響を
調べたところ、プロテアーゼやセルラーゼ処
理に対して非感受性であった（Data	
 not	
 

shown）。このことから、氷核タンパク質であ
る inaA とも異なることが強く示唆された。
このような樹皮由来の氷核活性成分の構造
や機能に関する研究は、細胞外から水の凍結
が始まる細胞外凍結を理解するための有力
な手段となりうることが期待できるため、こ
ちらも引き続き構造解析などをおこなって
いきたい。	
 
	
 また、樹木の凍結挙動機構の基盤研究と並
行し、凍結を促進する活性と凍結を抑制する
活性の両者を実社会で有効利用する可能性
についても検討をおこなっていきたい。引き
続きこれらの抽出成分の機能性を評価する
ため、既知の氷核物質との構造や活性の比較
はもとより、過冷却促進ポリフェノールによ
る活性阻害の有無、それらとの相互作用の有
無などをさらに詳しく検証することは、結果
的に水の凍結制御機構を理解する上で非常
に有意義な知見が得られるものと思われる。
植物における水の凍結を制御する仕組みを
把握し、それを実社会に利用するということ
ができるよう、今後も植物成分による水の凍
結制御機構に関する研究を継続する必要が
ある。	
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