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研究成果の概要（和文）：様々なたんぱく質、高分子水溶液の、高分子濃度60 wt.% 以上の氷結しない水溶液
と、高分子濃度が低く氷結する水溶液の10 mHz－50 GHzの周波数域、室温から-150℃の温度域で広帯域誘電分光
（BDS）測定を行った。氷結しない水溶液では主に水の局所的な分子運動に起因するν緩和と高分子のガラス転
移現象に関係するα緩和が観測され、これらの緩和の特徴と互いの関係を明らかにした。氷結した水溶液では、
不凍水、氷、水和した高分子またはたんぱく質の分子運動による緩和が観測された。さらに氷の緩和が複数存在
することを明らかにした。また、水和した溶質の緩和と界面分極の関係を高分子水溶液で明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, the cooperative molecular dynamics of polymer or protein, 
ice, and uncrystallized water in partially crystallized water mixtures with various proteins and 
polymers were investigated by means of broadband dielectric spectroscopy (BDS). Three relaxation 
processes originated from polymer or protein, ice and uncrystallized water were observed at 
temperatures ranging from immediately below the crystallization temperature, Tc. Below approximately
 180 K, relaxation process of ice separates into two or more processes. In partially crystallized 
mixtures, the relaxation process of uncrystallized water in an uncrystallized phase with polymer or 
protein and the alpha process of polymer in the uncrystallized phase were observed in 40 and 50 wt %
 polymer-water mixtures. For mixtures with 30 wt % polymer or less, the relaxation process is 
attributed not only to the alpha process of polymer but also to interfacial polarization.

研究分野： 数物系科学

キーワード： 誘電緩和　水溶液　ガラス転移　氷　高分子　ゼラチン　協同運動　階層構造

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
従来得られてきた、氷結しない水溶液の分子運動に関する普遍性・物質依存性に関する知見を、他ではほとんど
行われていない氷結水溶液の誘電緩和現象に拡張した。その結果、水の緩和時間の温度依存性の特異的挙動、溶
質のガラス転移温度と水分子運動の関係などを、氷結した水溶液で解明した。さらに、水溶液中の氷の分子運動
による緩和の特徴を、ゼラチン、球状たんぱく質、高分子水溶液で明らかにした。
本研究成果により、低温で水や氷の分子運動をコントロールできる技術が得られる可能性を示した。分子運動速
度は物質の経時変化速度を直接左右するため、医療における低温臓器保存、食品の低温・乾燥保存、素材開発な
どへの利用が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
氷結しない低含水率の様々な物質の水溶液で、約 200K 以上の温度域で活性化エネルギーが温
度の低下と共に増加する水の緩和時間の温度依存性が、より低温では活性化エネルギー一定に
変化する non-Arrhenius／Arrhenius 転移（non-A／A 転移）が観測された。近年のタンパク質
のダイナミクスに関する研究では、NMR、中性子散乱、熱測定を用いたタンパク質の分子運動
に関する研究が盛んである。しかし、中性子散乱でタンパク質分子のガラス転移に関する分子運
動として解釈されていた平均自乗変位が、実は水分子運動であると指摘され、さらに中性子散乱
でも non-A/A 転移が議論されていたが、実際は時間窓の限界による間違いであることが示され
た。このように時間窓の狭さによる限界は、常にタンパク質のダイナミックスの正確な理解を阻
んできたため、広い時間域における水と溶質の分子運動の同時計測の意味は非常に大きい。 
申請者らは 15 桁以上の周波数（時間）域の広帯域誘電分光法（Broadband Dielectric 
Spectroscopy: BDS）を用い、氷結しない含水率 40%以下の比較的低分子量物質の水溶液で、水
と溶質の分子運動による緩和を液体からガラス状態までの広い温度（80～298K）周波数（10μ
Hz～10 GHz）範囲で観測した。そこでは、水分子運動の速いν 緩和と、溶質と水分子のゆっ
くりとした協同的運動によるα 緩和の 2 種類の分子運動があり、水の緩和の non-A／A 転移
がα 緩和のガラス転移温度で起こる等、ν 緩和とα 緩和の密接な関係を実験と理論で解明し
た。 
低温で氷結した水溶液は「液体状態の溶質と水の濃厚溶液」と「氷」の 2 相に分離し複雑であ
ることから、分子運動に関する議論はほとんど行われていなかった。氷結した 20 wt%牛血清ア
ルブミン（BSA）水溶液の熱測定で、110K、135K、200K にガラス転移が観測された(Kawai, 
K. 他. Biophys. J., 90,3732(2006).)ため、我々は氷結した BSA 水溶液の BDS 測定を行い、「不
凍水」、「氷」、「水和タンパク質」の 3 つの緩和を観測し、熱測定で観測されたガラス転移に関
係する分子運動を確認した。さらに数種類のタンパク質水溶液で、系統的に同様な現象を捉えた。
この様な氷結水溶液で観測される不凍水の分子運動と、その低周波数側で観測されるガラス転
移に関する分子運動を同時に観測し、両者の関係を示した研究は、我々の BSA やゼラチン水溶
液等の BDS 測定を用いた研究のみである。 
 
 
２．研究の目的 
これまでに得られてきた比較的低分子量の溶質の観測結果と、本研究で観測した合成高分子お
よびタンパク質水溶液の結果を比較し、下記の事柄を明らかにする。 
 
A) 水の緩和と溶質の緩和を同時に観測し 2 つの緩和の強度の温度依存性を得る。これまでに得
られた低分子量分子水溶液の緩和と比較する。 
 
B) より高温でガラス転移が起こる高分子水溶液を用い、ガラス転移温度と non-A／A 転移の関
係を調べる。この転移が水の第 2 臨界点 225 K と関係するのか、あるいは水和した溶質分子の
ガラス転移温度に依存するのかを調べ、いずれとの関係が深いかを明らかにする。 
 
C)「水の分子運動における特異的な性質とは何か」を水以外の液体を用いた溶液と比較し明らか
にする。 
 
D) 「高含水率で氷結した水溶液」と「低含水率の氷結しない水溶液」中の不凍水緩和を比較し、
これまでほとんど議論されていなかった氷結した水溶液中の複雑な挙動の普遍性と物質構造依
存性を、氷結しない水溶液の知見を基に明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
（1）氷結しない合成高分子水溶液の BDS 測定（研究目的 A, B, C の検討） 
広い Tg の範囲の高分子水溶液を用い、BDS 測定により non-A／A 転移とガラス転移温度の関係
を調べた。合成高分子は poly(vinyl pyrrolidone) PVP、poly(vinylmethyl ether) PVME、電解
質高分子の poly(ethylene imine) PEI を用いた。これらの Tg は、それぞれ約 440K、250K、220K 
と大きく異なる。高分子濃度は PVP 濃度 60～70 wt.% の PVP 水溶液、PVME 水溶液は PVME 濃度
75%～100 wt.%、PEI 水溶液は PEI 濃度 60～100 wt. % の氷結しない濃度である。Tg と non-A/A 
転移温度を比較すると共に、高分子の緩和と水の緩和の特徴および 2つの緩和の関係を調べた。 
 
（2）氷結するタンパク質水溶液の BDS 測定（研究目的 C, D の検討） 
タンパク質水溶液は、濃度 60%以上の均一な水溶液の調製が困難であり、イオンが多く直流電気
伝導の影響で、タンパク質の分子運動による緩和の観測が困難であるが、氷結した水溶液では、
水の緩和、タンパク質の緩和、氷の緩和の観測が可能となる。 
試料は球状タンパク質で多くの研究で用いられてきた、牛血清アルブミン（BSA）、リゾチウムを
用いた。また、球状タンパク質と合成高分子の間の物質としてゼラチンを用いた。BSA とゼラチ
ンは限られた濃度の研究成果があったが、本研究で濃度範囲を広げ濃度依存性を調べた。溶質濃



度 10 wt.% から、均一な水溶液が調整可能な 50 wt.% 程までの水溶液を調製し BDS 測定を行っ
た。また、10 wt. % ゼラチン水溶液では氷の緩和が純水から得た氷の緩和と大きく異なること
から、ゼラチン濃度 5～1 wt. % を 1 wt. % 刻みで詳しく調べ、純水の氷からどのように 10wt. %
ゼラチン水溶液で観測された氷へと変化するかを調べた。 
 
（3）氷結する合成高分子水溶液の BDS 測定（研究目的 C, D の検討） 
上記（1）, （2） の様に、氷結しない水溶液は合成高分子のみを、氷結する水溶液はタンパク
質のみを用いると、「氷結の影響」あるいは「合成高分子とタンパク質の違い」によるものかが
分離できないため、合成高分子水溶液についても氷結する濃度の BDS 測定を行った。試料は上
記（1）で使用した PVP、PEI 水溶液（高分子濃度 10 wt.%～60 wt.%）の BDS 測定を行った。 
 
（4）水以外の溶媒の合成高分子水溶液の BDS 測定（研究目的 C の検討） 
様々な水溶液で non-A／A 転移が観測されているが、水以外の水素結合性液体で、non-A／A 転
移の有無を調べた。合成高分子として様々な液体に可溶な PVP を用い、propanol、propylene 
glycol、ethylene glycol を溶媒とした PVP アルコール溶液の BDS 測定を行った。水溶液で凍
結しない PVP 濃度 65%の溶液を用い、水溶液との違いを調べた。 
 
４．研究成果 
（1）氷結しない合成高分子水溶液の BDS 測定（研究目的 A, B, C の検討） 
氷結しない濃度の PVP, PEI,および PVME 水溶液で、主に水と高分子の分子運動に起因する緩和
が全ての高分子水溶液で本研究によってはじめて同時に観測された。低周波側の水和した高分
子の緩和のガラス転移温度で、高周波側の水の緩和の緩和時間の温度依存性が変化する non-A／
A 転移が観測され、高分子と水の分子運動の速さが何ケタも異なっているにもかかわらず高分
子と水の分子運動が互いに影響を及ぼしていることを明らかにした。 
 
（2）氷結するたんぱく質水溶液の BDS 測定（研究目的 C, D の検討） 
ゼラチン、牛血清アルブミン（BSA）、リゾチウム水溶液について、たんぱく質濃度 40 wt.%以下
の氷結する水溶液の10 mHz－50 GHzの周波数域、室温から-150℃の温度域のBDS測定を行った。
氷結した水溶液で、不凍水、氷、水和したたんぱく質の分子運動による緩和が観測された。さら
に水溶液で複数の氷の緩和の存在を明らかにした。 
 
ゼラチン濃度 1-5wt%のゼラチン水溶液の温度を 123-298 K の間で変化させ、広帯域誘電分光
（BDS）測定を行った。273 K の水の融点から 220 K の範囲で氷の緩和が一つ観測されたが、225K
以下で氷の緩和が最大 4つに分離した。これらの緩和の温度・濃度依存性より、ゼラチンの存在
によって氷の形成速度に時間がかかり、氷の緩和時間に影響を与えると考えられることがわか
った。 
BSA 水溶液とリゾチウム水溶液で含水率 90-60 wt.%の水溶液の BDS 測定を 10 mHz－10 MHz の周
波数域、室温から -150 ℃の温度域で行った。両水溶液で不凍水、氷、水和たんぱく質によると
思われる 3 つの緩和が観測された。これら球状たんぱく質水溶液でも低温で氷の緩和が複数に
分離することが明らかになった。 
 
(3)氷結する合成高分子水溶液の BDS 測定（研究目的 C, D の検討） 
poly(vinyl pyrrolidone) PVP, poly(ethylene imine)PEI, poly(vinyl methyl ether) 
PVME,poly(ethylene glycol)PEG の水溶液について、高分子濃度およそ 60 wt.%以上の氷結しな
い高分子水溶液と、高分子濃度が低く氷結する高分子水溶液の 10 mHz－50 GHz の周波数域、室
温から-150℃の温度域での BDS 測定を行った。 
低温で氷結した PEG 水溶液では、不凍水、PEG と共晶を形成する水、水だけで結晶化する水の 3
種類の水が観測された。氷結する濃度の PVP、PVME、および PEI 水溶液では氷結温度以下で不凍
水、氷、水和した高分子の分子運動に起因する緩和が観測された。氷結した水溶液で複数の氷の
緩和が観測され、不凍水の緩和は低温で氷の緩和の速さと同等になり、強度の大きな氷の緩和に
隠れていることが明らかになった。また、これまで水和した高分子の緩和は界面分極が重なって
いる特徴を示したが、PVP 水溶液で PVP の分子運動と界面分極の関係を明らかにした。 
 
X 線回折測定：低温で氷結する PVP 水溶液とフルクトース水溶液を室温から-170℃付近まで急冷
し、X線回折測定を行い、これらの水溶液中に含まれる氷の結晶構造解析を行った。急冷したこ
れらの水溶液では氷 Ih に加え氷 Ic が存在し、含水率によって変化する Ih と Ic の割合を見積
もることができた。 
 
（4）水以外の溶媒の合成高分子水溶液の BDS 測定（研究目的 C の検討） 
水溶液と比較するため propanol、propylene glycol、ethylene glycol の 65 wt. % PVP 溶液の
BDS 測定を行った。PVP 水溶液では PVP のα緩和と水の 2種類の緩和が同時に観測され、速い水
の緩和時間は PVP のα緩和のガラス転移温度（Tg PVP）で non-A／A転移を示した。一方、PVP ア
ルコール溶液でも PVP のα緩和が観測された。Tg PVP 以上で 1つアルコールの緩和が観測され



たが、Tg PVP 以下で 2または 3つの緩和に分離した。アルコール溶液では PVP のガラス転移温
度付近ではなく、緩和時間が大きい溶媒の緩和のガラス転移温度付近で、速い溶媒の緩和で non-
A／A 転移が現れることがわかった。この結果は水と高分子の協同運動性が、アルコールと高分
子の協同運動性と異なることが示唆され、水の他の物質との協同運動性が、水の特異的性質であ
る可能性を示した。 
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