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研究成果の概要（和文）：本研究は (1)液体窒素とAFPはどちらも水を微細氷結晶で埋め尽くされた状態に変化
させて凍結濃縮を抑制すること、(2)ラット膵島細胞の内部を光学顕微鏡で観察できるサイズの微細氷結晶で埋
め尽くした状態にしたときには生存率に改善が見られないこと、(3)同細胞の内部を光学顕微鏡では観察できな
いほどに小さなナノ氷結晶で埋め尽くした状態すなわち過冷却状態にしたときには極めて高い生存率改善効果が
得られることを見出した。特に、昆虫AFPを用いて細胞の内外をナノ氷結晶で埋め尽くした過冷却状態にしたと
きには、20日間保存後であっても53%もの高い細胞生存率が得られることを世界で初めて明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The present study revealed that (1) a phenomenon called "freeze-induced 
concentration" is strongly inhibited by using liquid nitrogen or AFP, among which the latter 
consumes quite a few energy cost, (2) the survival rate (%) is not so improved when rat insulinoma 
cells (RIN-5F) were cooled to be filled with relatively small ice crystals, and (3) the survival 
rate (%) is dramatically improved when the RIN-5F cells were cooled to make it supercooling state 
with AFP, or make it to be filled with ultimately small "nano" ice crystals. In this study 
supercooling state was achieved by using insect-derived AFP, which realized significantly high (~53
%) survival rate (%) of RIN-5F cells even after 20 days of preservation at -5 deg C. These new 
findings were opened to public though many journals, seminars, and invited lectures. Dr. Tsuda 
received "2019 Society Award" from Japanese society for cryobiology and cryotechnology.

研究分野： 生物物理学、低温生物学

キーワード： 不凍タンパク質　ナノ氷結晶　過冷却現象　凍結濃縮現象　分子構造　熱ヒステリシス

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
冷凍庫で保存中の細胞、組織、食品等の内部に大きな氷結晶が生成する現象が「氷の再結晶化」である。本研究
はエネルギーコストのかからない不凍タンパク質(Antifreeze Protein, AFP)を使うことで再結晶化が止まるこ
とを見出し、さらにマイナス温度域に冷却した水をナノ氷結晶で埋め尽くす「準ガラス化状態」にする技術によ
って細胞組織を低温下で長期間生かし続けられることを明らかにした。特に、昆虫由来AFPには水をマイナス5°
Cで準ガラス化状態にする能力があること、その状態が細胞の生存率を大幅に改善することを初めて明らかにし
た。得られた成果をオープンアクセス誌やセミナー・講演等で広く公開した。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

 
（１）汎用の冷凍庫に細胞や組織、食品等の含水物を入れて凍結融解させたとき、それらの内

部に大きな氷結晶が生成して組織構造を破壊することが一般に知られていた。例えば食肉の場

合には、そうした構造破壊によって“うまみ成分”を含む組織液（ドリップ）が漏出し凍結前の

品質が維持されない。マイナス温度域に於いて無数の氷結晶が生成して成長と融合を繰り返し

巨大化すること（図 1Ａ）を「氷の再結晶化」と呼ぶ。もしも氷結晶を究極に小さな「ナノ氷結

晶」（図 1Ｂ）に留めることが可能になり、マイナス温度域に晒した水をナノ氷結晶で埋め尽く

した「準ガラス化状態」にすることができれば、

食品や細胞組織にダメージを与えない新たな保

存技術を創成できると我々は考えた。また、マイ

ナス１９６℃の液体窒素に浸した細胞や組織

が、凍結融解後に生命活動を維持できる場合が

あるのは、その様な極低温への深冷却が水をナ

ノ氷結晶で埋め尽くすように凍らせる効果を有

しており組織構造に対する物理的損傷が軽減さ

れる為ではないかと我々は推察していた。 

２）不凍タンパク質（Antifreeze Protein, AFP）は、凍結死を回避するために生物が作り出す

低温適応物質であり、寒冷地に生息する昆虫、魚類、植物、微生物等の体液の中に含まれている

ことが知られていた。チャイロコメノゴミムシダマシ（Tenebrio molitor）は AFP が発見された

最初の昆虫であり、その幼虫のミルワームは小動物用の餌として日本国内で広く販売されてい

る。この幼虫の体液が含む不凍能力の高い AFP が TmAFP である。我々は予備的実験の結果から、

国内最大級の昆虫として人気の高いオオクワガタ（Dorcus hopei binodulosus）の体液の中にも

高い不凍性能を示す物質があることを見いだしていた。しかし、それと TmAFP との関係は不明で

あった。また、我々は日本国内で捕獲され量販店等で販売されているワカサギなどの魚類も AFP

を豊富に含んでいることを見出し、それらの魚肉を原材料とする AFP の大量精製技術を開発し

ていた。AFP は企業の協力を得て 2016 年に製品化し、これが＋４℃の非凍結温度域に於いて強

力な細胞保護機能を有することも明らかにした。例えば、魚類 I型 AFP は、ラット由来インスリ

ン生産細胞（膵島細胞）の 60%を＋4℃下で 5 日間生かし続けることができる。また、そのメカ

ニズムを走査型電気化学顕微鏡や共焦点レーザー顕微鏡を活用して解析することにも成功し、

例えば魚類 III 型 AFP は細胞表面を構成する脂質二重膜に対して非特異的に結合し、＋4℃下で

の細胞膜の安定化に寄与することを見出していた。魚類や昆虫が有する AFP の 3 次元分子構造

は、多次元 NMR 法や X 線回折法などの構造生物

学的手法ならびに分子動力学計算法に基づいて

解析した（図 2）。グリセロール、トレハロース、

カリウム、ナトリウム、リン酸、アミノ酸、ペプ

チドなどの低分子物質と AFP を組み合わせるこ

とで効果的にナノ氷結晶を作製し、零℃以下に

冷却した水を「準ガラス化状態」に変える技術が

求められていた。また、細胞質内を「準ガラス化」

図 1. 氷結晶のイメージ．微細なナノ氷結晶で埋め尽く

された細胞は物理的損傷を受けにくいと予測した。 

図 2. 魚類 AFPI〜III と菌類 AFP の３次元分子構造。

生物種に依存して AFP のタイプが異なる。 



状態にするために、電気穿孔法（エレクトロポレーション）や膜透過ペプチドの活用が考えられ

ていた。 

（３）容器に入れた水溶液を冷凍庫内に静置すると、容器に接する部分から水の凍結が起こる。

こうして出来た氷は無数の単結晶氷が境目なく融合したものであり、多結晶氷と呼ばれている。

池の表面にある氷や飲食に用いる氷など、我々が日常的に目にする殆どの氷は多結晶氷である。

マイナスの温度域で多結晶氷を構成する個々の単結晶の成長と融合が進行し，やがて多結晶氷

が容器内を満たすと凍結が完了する．このとき、水分子のみが多結晶氷への取り込みが許され、

水分子以外のものが多結晶氷から排除される結果として溶質が容器内の未凍結部分に濃縮され

る現象すなわち凍結濃縮現象（Freeze concentration phenomenon）が起こる。凍結濃縮現象は、

水溶液中の果汁成分や廃棄物等を凍結して濃縮させる工業技術等に幅広く応用されている。一

方、凍結濃縮現象は、凍結保存中の含水物の構造を物理的に破壊する為、食品や細胞を品質良く

凍結保存する際には、これを抑制する技術が必要と考えられていた。 

 
２．研究の目的 

 
（１）AFP を使って水を微細氷結晶で埋め尽くした「準ガラス化状態」にすることで凍結濃縮

現象が抑制されるかどうかを明らかにする。もしも抑制されるならば、AFP を使うことで含水物

や細胞の凍結前の構造と機能を保持できると考えられる。また、液体窒素を用いて−１９６℃で

凍らせた水についても凍結濃縮現象を解析し、AFP を用いてナノ氷結晶で埋め尽くすこととの違

いを明らかにする。 

（２）AFP を使ってラット膵島細胞の内部を微細氷結晶で埋め尽くす様に凍らせたときに、解

凍後の同細胞の生存率がどのようになるかを解析する。この実験にはタイプの異なる AFP を用

い、また AFP の濃度に依存した生存率の変化を明らかにする。 

（３）新たに見出した昆虫 AFP を添加した細胞保存液を用いることで、マイナス温度下で保存

後のラット膵島細胞の生存率を明らかにする。昆虫 AFP はマイナス温度下に生成する微細氷結

晶を究極に小さなナノサイズに整え、ナノ氷結晶を形成させると予想される。この予想が正しけ

れば、ラット膵島細胞の生存率は極めて高くなると考えられる。 

（４）膜透過型ペプチドや電気穿孔法を活用することで AFP を細胞質内に浸透させてから準ガ

ラス化状態を形成させたときに細胞保護効果が向上するかどうかを明らかにする。AFP を使用し

て水をナノ氷結晶で埋め尽くす様にすることについて、物理化

学的見地から検討する。この研究を更に深化させる上で、次に

何が必要かを明らかにする。 

 
３．研究の方法 
 

（１）水を微細氷結晶で埋め尽くす様に凍結させる現象を観

察するために図 3の様な実験装置を作成した。U 字型のゴム板

と 2 枚のガラス板（100 x 70 x 2 mm）をクリップで挟み（図

3A）、15 ml の赤インク水溶液を流し入れた後、これを 2 枚の

断熱材で挟んで固定した（図 3B）．これを−20℃の汎用冷凍庫

内に 12〜24 時間静置することでサンプル容器の周囲から下方

中心方向に向かう凍結を進行させた。この実験を AFP 存在下

と非存在下で行い、また液体窒素で凍らせる実験も行った。 

（２）96穴プレートに播種したラット膵島細胞をマイナス 80℃の冷凍保管庫に入れて 12時間

図 3. 凍結濃縮現象を観察するた

めに作製した装置。 



凍結後に取り出し、視細胞を色素染色した後にヘモサイトメーターを使って生存細胞の割合(％)

を算出した。この実験を AFP の種類と濃度を変えて実施した。 

（３）細胞保存液の市販品であるユーロコリンズ液に昆虫 AFP を溶解したものにラット膵島細

胞を浸漬し、マイナス５℃のインキュベーター内にて最長２０日間の保存実験を実施した。AFP

試料の種類と濃度を変化させ、保存後の細胞の生存率は染色法とヘモサイトメーターを組み合

わせて見積もった。蛍光ラベル AFP が細胞内に侵入するかどうかを共焦点レーザー顕微鏡によ

り解析した。 

（４）アルギニンが連続した膜透過ペプチドを付加した AFP の遺伝子組換え体を作製し、細胞

質内に浸透するかどうかを調べた。更に、バイオラッド社製マイクロパルサー電気穿孔装置（モ

デル 1652100）を用いることでラット膵島細胞内に AFP を浸透させ、細胞の生存率が向上するか

否かを解析した。これらの実験結果を基に水を微細氷結晶（ナノ氷結晶）で埋め尽くすことの物

理化学的意味を考察した。 

 
４．研究成果 
 

図３の装置を用いて赤インク水を凍らせた結果、通常の

氷（図４①）は無数の単結晶氷が境目なく結びついて多結晶

氷を形成する結果、赤インク成分が多結晶氷から物理的に

排除され塊になること、即ち凍結濃縮現象が起こることが

示された。一方、液体窒素（図４②）または AFP（図４③）

を用いて凍らせたときには単結晶氷の融合が起きず、分散

した微細氷結晶で埋め尽くされた状態（図１B）が形成され

る結果、赤インクの凍結濃縮が起きないことが示された。こ

の結果は、液体窒素を使った深冷却は、単結晶氷が成長と融

合を繰り返す時間を与えない為に微細な単氷結晶（ナノ氷

結晶）で埋め尽くされた状態（図 1B）を形成させることを

示唆している。一方、AFP には単結晶氷の表面に無数に結合

する機能があるため、水を微細氷結晶で埋め尽くされた状

態に変えると考えられた。 

100マイクロリットルの RPMI 培地の中に 106個/ml になる

ようラット膵島細胞を分散させた後、これをマイナス 18℃の汎用冷凍庫内に静置して 24時間凍

結保存した。取り出したものを 37℃の温浴に 30秒間浸して解凍し死細胞を色素染色することで

生存率を見積もった。魚類、昆虫、菌類由来の AFP 試料を用いて実験を行った結果、チフラ・イ

シカリエンシスと呼ばれる担子菌類が有する AFP の遺伝子組換え体が最も良好な保存効果をも

つことが判明した。ただし、得られた生存率は約 18％と低かった。魚類と昆虫の AFP を用いた

場合には生存率が 1〜5％に低下した。ただし電気穿孔装置（エレクトロポレーション）を用い

て AFP を細胞内に侵入させた後に凍結保存を行った場合には、菌類 AFP を用いたときの生存率

が 25％程度に上昇した。この実験における菌類 AFP の至適濃度は約 1mg/mL であった。この実験

では、細胞の内外を埋め尽くした微細氷結晶はミリメートル以上の長さになっている。細胞に対

するダメージを回避する為には氷結晶のサイズをより小さく留める必要があると考えられた。 

図４. 凍結濃縮実験の結果。①赤インクの

凍結濃縮が起こった通常の氷（多結晶氷）。

②、③微細氷結晶で埋め尽くされた氷。凍

結濃縮が起きていない。 



AFP を用いて微細氷結晶で埋め尽くす様に

水を凍らせることで凍結濃縮が抑制され、巨

視的には凍結前の含水物の構造と機能が維持

されることが明らかになった。しかし、細胞

の生存率は向上しておらず、AFP を細胞保存

技術に用いる為には氷結晶サイズを顕微鏡で

観察できない程に小さくする（ナノ氷結晶に

する）必要があると考えられた（図５）。細胞

内を「ナノ氷結晶」で埋め尽くした過冷却状

態にするためには、氷結晶結合力の強い昆虫

AFP を用いる必要があると考えられた。  

そこで、不凍能力の高い昆虫 AFP（TmAFP）

を濃度 10mg/mL になるように溶解したユーロ

コリンズ液を作製して、ラット膵島細胞 RIN-

5F をマイナス５℃で過冷却保存する実験を行った。その結果、生存率が飛躍的に向上すること

が明らかになった（図６）。即ち、通常の RIN-5F 細胞の生存率は 48時間で 0％だが、TmAFP を用

いてマイナス 5℃で保存した同細胞の生存率は 20日間保存後でも 53％と驚異的に向上した。 

焦点レーザー顕微鏡の観察結果から、魚類 AFP は細胞膜に結合し細胞質内には容易に浸透し

ないのに対し、昆虫 AFP は浸透することが示された。これは昆虫 AFP の N 末端側にある塩基性

アミノ酸に富んだ特別な配列に依るものと考えられた。アルギニンに富む膜透過ペプチドを付

加した魚類 AFP も細胞質内に浸透した。更に、AFP は電気穿孔法によっても細胞内に浸透するこ

とが示された。電気穿孔法は最も操作が容易なため、同法を用いてラット魚類Ⅲ型 AFP をラット

膵島細胞内に浸透させたときの＋4℃下での生存率の経時変化を詳しく解析した。その結果、驚

いたことにほぼ 100％の生存率が３日間維持さ

れることが判明した。しかし、10日後になると

生存率は一気に低下した。これは細胞質内の酵

素が AFP を分解するためと考えられた。これら

の結果から、（ａ）不凍活性の高い昆虫 AFP は氷

結晶成長を強力に食い止めてナノ氷結晶を生

成させること、（ｂ）細胞の外側と内側の両方が

ナノ氷結晶で埋め尽くされた状態（過冷却状

態）になること、（ｃ）ナノ氷結晶は細胞にダメ

ージを与えず高い生存率をもたらすこと、（ｃ）

マイナス 5℃下では細胞質内の酵素が働かず昆

虫 AFP が分解を受けにくいために長期間（20日

間）細胞を生かし続けることが出来たと推察さ

れた。昆虫 AFP によって過冷却水の中がナノ氷

結晶で埋め尽くされた状態になること、細胞の内側と外側がそうした状態になったときに最も

細胞の生存率が高まることが本研究から示唆された。 

図 5. 水凍結の模式図。AFP は過冷却水の中に発生する

氷核（ナノ氷結晶）に強く特異的に結合して微少サイズ

に留め過冷却状態の維持に貢献すると予測された。 

図 6. TmAFP で過冷却保存したときの RIN-5F 細胞の

生存率。下は過冷却保存時の顕微鏡画像。 
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In vivo effect of Ice-Binding Protein Cold tolerance observation and X-ray single molecular measurement using living C.
elegans

ICE RECRYSTALLIZATION IS EFFICIENTLY TERMINATED BY ANTIFREEZE PROTEIN-BINDING TO MULTIPLE ICE PLANES
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第64回低温生物工学会

第19回産総研・産技連LS-BT合同研究発表会

IBP International Seminar Series 2021-2022（招待講演）（国際学会）

第61回生命科学夏の学校セミナー（招待講演）
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津田　栄

山内彩加林、新井達也、室井宏仁、三浦　愛、近藤英昌、津田　栄

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

昆虫由来不凍タンパク質は細胞をー5℃で生存可能にする

Discovery of the hyperactive antifreeze protein from a Japanese stag beetle

不凍タンパク質とは何か？-その構造機能解明と実用化の現況-

魚類および微生物由来不凍タンパク質の比較による細胞保護メカニズムの解明
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プレスリリース・低温環境に弱い線虫が氷点下で生き延びた！ 
https://www.aist.go.jp/aist_j/press_release/pr2019/pr20190515/pr20190515.html 
プレスリリース・氷の結晶化は極少量の抗凍結タンパク質（AFP）で止まる 
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不凍タンパク質と氷 -水はどのように凍結するか？-
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