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研究成果の概要（和文）：不凍タンパク質（Antifreeze Protein: AFP）は、氷結晶成長阻害というユニークな
機能をもちます。様々なAFPを線虫C．エレガンスに遺伝子導入したところ、氷の発生しない非凍結温度域でも低
温耐性の改善が見られ、氷とAFPの作用ではない新たな機能が働く可能性が出てきました。このメカニズムを探
るため、変異AFPを線虫に遺伝子導入し、非凍結温度における線虫低温耐性を観察しました。さらに、蛍光イメ
ージングにより、AFP発現量、細胞レベルの観察も実施した結果、非凍結温度においても、AFPの構造的特徴と線
虫低温耐性の間に一定の関係性があることを見出しました。

研究成果の概要（英文）：Antifreeze Protein (AFP) has a unique function for inhibiting the ice 
crystal growth. Interestingly, transgenic Caenorhabditis elegans expressing AFP at body wall muscles
 could survive at unfrozen low temperatures. AFP expressing transgenic-worms had cold tolerance. AFP
 probably has a function at unfrozen low temperatures for improving the cold tolerance of worms. It 
is not the ice-AFP interaction. To observe the AFP mechanism in vivo, several AFP mutants were 
introduced at body wall muscles in C. elegans. We then evaluated the cold tolerance of those 
transgenic worms at unfrozen low temperatures. In addition, we analysed AFP expression level and 
cellular damages by fluorescence imaging. We found that AFP function for inhibiting ice crystal 
growth correlates with the cold tolerance of worms at unfrozen low temperature.

研究分野：生物物理
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
不凍タンパク質（AFP）を利用した生体組織の低温保存法が期待されています。一方、その機能を生体レベルで
検証する取り組みは少ないです。本研究では、非凍結温度における線虫低温耐性を調べることで、低温保存に有
効なAFPの特徴を探索しました。複数のAFP変異体を用いた解析から、線虫低温耐性とAFP機能の関係性を示すこ
とができ、生体組織の低温保存に有益なAFP性能の基礎科学知見を得ることができました。

※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 
北極など極地の生物は、過酷な低温環境下を生き抜く方法として「不凍タンパク質
（Antifreeze Protein: AFP）」を利用することが知られている。X線結晶構造解析やNMR
などから、AFP分子の立体構造が解かれ、機能
と構造の関係性が明らかになってきている。
AFP分子は、構造的特徴を利用して氷晶と結合
することで、氷晶同士の結合を防ぎ、氷の結晶
成長を抑制する。例えば、担子菌由来 AFPは、
氷と結合する B-face、親水性の A,C-face をもつこ
とが明らかになっている。このユニークな特性は
産業界でも注目されており、一部の AFPは製品
化されている。凍結温度でも微小結晶サイズの
氷を維持できるため、食品の凍結損傷を防いで
鮮度をキープできるということで高い関心を集めている。特に医療分野において、細胞や組
織の保存への応用が期待されており、これら保存技術確立のためには、生体内における AFP
作用メカニズムの理解が重要な基礎科学知見となる。 
 
 
２．研究の目的 
研究代表者は、これまでモデル動物線虫 C．エレガンスに着目し、さまざまな生物由来の
AFPを線虫に遺伝的に発現させ、低温耐性や細胞保護機能について調べてきた。その結果、
AFP による氷晶成長の抑制機能が、線虫体内でも有効に働くことを発見した。驚くべきこ
とに、線虫生存率は野生型が 7％程度なのに対して、AFPを発現する線虫は 70％以上と 10
倍以上の凍結耐性を示すことがわかった。また、細胞損傷も少ないこともわかった。氷の成
長阻害は、AFPの熱ヒステリシス活
性（過冷却状態を維持できる温度）で
説明でき、A FPの機能活性指標とし
て用いられる。熱ヒステリシス値の
低い変異 AFP を線虫に遺伝子発現
させたところ、線虫生存率も著しく
低下することがわかり、熱ヒステリ
シス活性が個体レベルでも重要な指
標であることもわかった。一方で、氷
の発生しない非凍結温度でも AFP が機能する興味深い結果を得た。非凍結温度における
AFP の作用メカニズムについてはよくわかっていない。本課題では、この非凍結温度にお
いて、線虫の低温耐性や細胞保護を引き起こす AFP分子の作用機序の解明を目指す。熱ヒ
ステリシス活性に着目し、種々の変異 AFPを線虫に遺伝子発現させ、非凍結温度域におけ
る低温耐性の観察や蛍光イメージングによる細胞レベルの可視化解析から、AFP 分子の特
異構造に起因した生体内機能を明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
非凍結温度における線虫低温耐性に寄与する AFP機能を調べるため、AFP分子の特異構造
に着目した。AFP の氷晶結合面が氷晶以外、例えば細胞膜とも容易に結合でき、これが非
凍結の低温環境でも細胞内液の漏洩を防いで、細胞機能の維持や低温耐性改善を引き起こ
したのではないかと考えた。最近、AFP の氷結合サイトは、水分子を介して氷と結合する
というモデルが提唱され、今最も注目を浴びている（Sun ら、2014 など）。AFPの氷結合面
上に形成される水分子ネットワーク構造が鍵を握ると考えられている。このアイデアに基
づくと、AFP 分子は氷晶だけでなく、様々な構造体とも容易に作用できる可能性がある。
例えば、細胞膜上に存在するタンパク質分子や脂質膜の界面上に形成される水分子集合体



と瞬時に、素早くかつ正確に作用できる可能性が考えられる。先行研究では、AFP 氷結合
サイトに様々な変異導入により形成される水分子ネットワークの構造が調べられ、機能へ
の影響が示唆されている（Mahatabuddin ら、2018）。 
本研究では、この変異 AFPを発現した線虫の低温耐性（図１）を観察することで、水分
子ネットワーク構造と低温耐性の相関を
検証する。AFP 氷結合サイトに起因する
「水分子ネットワーク構造」が、細胞膜と
の作用の鍵を握るかを検証する。また、in 
vitro な実験から人工細胞膜に AFPが結
合すると、細胞膜の流動性を安定化させ、
細胞内液の漏洩を防ぐというモデルが提
案されている（Tomczak ら、2002）。線虫体
内においても AFP が細胞内の各種イオン
や組成物の漏洩を防げるのか、蛍光イメー
ジングによる AFP 発現量、低温による細胞
損傷を定量評価する。 
 
 
４．研究成果 
(1) 凍結温度域(-5℃)における線虫凍結耐性 
N2 株線虫（標準株）と、体壁筋に魚由来不凍タンパク質 NfeAFP6 を遺伝子発現させた線虫
を 3日間 24℃で飼育し、成虫になった後、24時間
−5℃凍結環境に曝露した。その後、室温に戻し、
線虫生存率を評価した（図 1）。線虫の生死判定は、
白金線で頭部を刺激し、それに対する反応の有無
で評価を行った。コントロールの N２標準株の生
存率が 7.3％に対して、NfeAFP6 を遺伝子発現し
た線虫の生存率は 25.0％と、AFP を遺伝子発現す
る線虫の生存率が有意に高かった（図 2）。NfeAFP6
の不凍活性指標である「熱ヒステリシス」は 0.0℃
(2.0ｍM)であり、不凍タンパク質の中で活性が低
い種類である。しかし、生体内においては凍結抑
制能が発揮していることが、このデータから示唆
される。凍結時の不凍タンパク質機能である「氷晶成長の抑制」によって、細胞内液が凍結
しにくく、細胞内の氷晶ストレスが少ないため、生存率が上がっている可能性が考えられる。 
 
 
(2) 非凍結温度における線虫の低温耐性 
N2 株線虫（標準株）と、体壁筋に NfeAFP6 を遺
伝子発現させた線虫を 24時間、2℃の凍結環境
に曝し、その生存率を評価した。標準株の生存
率が 18.5％に対して、NfeAFP6 野生型の生存率
は 49.5％であった。A20G 変異型を発現する線
虫の生存率は 52.0％、A20T 変異体は 79.6%、
A20Ⅴ変異体は 56.7％、A20I 変異体の生存率は
71.6％と、標準株と比べ、生存率がいずれも有
意に高かった。また低温耐性の改善効果は AFP
変異体によって異なり、WT < A20G <  A20V < 
A20I < A20T であった（図 3）。NfeAFP6 の各種
変異体と野生型を比較すると、A20T 変異体、
A20V 変異体、A20I 変異体が高い生存率を示し、特に A20T、A20I 変異体は 70%を超える高い



低温耐性を示した。一方で、A20G 変異体と NfeAFP6 野生型は、A20T、A20I に比べて、有意
に生存率が低いことがわかった。興味深いことに、2℃という非凍結温度でも、線虫の低温
耐性が改善され、かつ変異 AFP によって効果が異なっていた。氷が発生していないため、不
凍タンパク質の氷成長阻害効果ではない。これまでに、AFP による細胞の脂質二重膜の保護
作用について、複数の研究が行われている。低温時の細胞膜固化や細胞損傷、それによる細
胞内液・外液の異常流入出を AFP が防ぐことが示唆されており、2℃における線虫低温耐性
の改善は、AFP による細胞保護機能が働いた可能性が高い。 
 
 
(3) 変異 AFP と線虫低温耐性の関係 
つぎに、NfeAFP6 変異体間の低温耐性の違いについて、より詳細な考察をした。図 3に示す
ように、A20T 変異体、A20Ⅴ変異体、A20I 変異体の 3つの AFP 分子の不凍活性（氷晶成長抑
制）は強く、A20G 変異体と野生型は活性が弱い。今回、不凍活性が強い変異体を発現する
線虫は、非凍結低温でも高い生存率を示す傾向があった。非凍結環境の線虫低温耐性の向上
は、AFP の氷晶成長抑制に起因した機能ではないが、NfeAFP6 の不凍活性効果と線虫低温耐
性の関係は一定の相関をもつように思われた（図 4）。NfeAFP6 は、氷への吸着時に、氷結合
面に形成される水分子ネットワークの構造が不凍機能（氷晶との結合能力）を決定する要素
と考えられている。今回我々が得た結果は、NfeAFP6 上の氷結合面のわずかな構造的差異が、
非凍結環境の個体活動という生体システム全体に影響し、低温耐性改善を導いたものと捉
えることができる。不凍機能を制御する NfeAFP6 タンパク質分子の構造的特徴は、非凍結時
の細胞に対して何らかの作用をも
ち、低温環境下における耐性改善の
重要な役割を果たす可能性が高い。
この作用については、個体レベルの
評価だけでなく、AFP 発現量や、細
胞レベルでのAFP作用の検証が必要
となる。また、A20V 変異体は、不凍
活性が強いと知られているにも関
わらず、2℃で線虫に対しては A20T、
A20I ほど強い効果がなく、さらなる
詳細な検証が必要である。 
 
 
(4) 導入遺伝子の発現量 
本実験では、線虫に遺伝子発現した AFP 効果を、生存率という個体レベルの評価を行った。
その結果、AFP が線虫低温耐性を改善す
ることを見出した。また、NfeAFP6 WT(野
生型)、および各変異体によって、その効
果が違うことも示した。NfeAFP6 変異体
は、20番目のアミノ酸だけが異なり、こ
の１アミノ酸変異が低温耐性の効果の違
いをもたらした可能性がある。しかし一
方で、AFP の効果はその濃度に依存して
変化し、高濃度ほど効果が高くなること
が知られている。ゆえに、導入遺伝子の
発現量も線虫の低温耐性獲得に影響する
要素である。そこで、NfeAFP6 発現量と線
虫低温耐性の関係を調べた。これまでの
低温耐性観察で用いた線虫は、NfeAFP6
不凍タンパク質と蛍光タンパク質をフュ
ージョンした複合体を遺伝子発現しているため、蛍光タンパク質の蛍光強度値から NfeAFP6



発現量を評価できる。NfeAFP6 A20G 変異体を除く NfeAFP6 野生型および 3種類の各変異体
の遺伝子発現量は、蛍光強度値から有意な差はないことがわかった（図 5）。線虫生存率が
70%以上と非常に高い低温耐性を示す NfeAFP6 A20T や A20I についても、他の NfeAFP6 種と
比較して、発現量に有意な差は認められなかった。したがって、図 3に示すように線虫生存
率が異なるのは、タンパク質の発現量とは異なる効果と考えられる。また、A20G 変異体の
AFP 発現量は他の種類に比べて有意に低かったが、生存率は 52％であり、NfeAFP6 野生型の
49.5％よりも若干高い程度である。AFP 発現量が有意に低いにも関わらず、線虫生存率は同
程度を示しており、少なくとも本研究で作製したサンプルに関して、発現量が低温耐性の重
要因子ではないと考えられる。AFP 発現量と線虫低温耐性のこの関係を踏まえると、１変異
に起因した構造特異的な違いが重要であることが推察される。 
一方、今回のサンプル系では、発現量の比較的低い線虫の方が、過剰発現系よりも低温耐
性が高いことがわかった。AFP の発現量が高いほど効果が良いのではなく、効果を最大に発
揮する最適な発現量が存在することが示唆された。このような AFP 発現量と低温耐性の関
係は、細胞・生体組織の AFP 保存法に関連して、最適な添加量を検討する評価系として、有
用な知見を提供できたと考えている。 
 
(5) 非凍結温度における AFP の生体保護メカニズムモデル 
非凍結温度において、線虫の低温耐性獲得に AFP が効果を発揮していた。複数の AFP 変異
体を用いた解析から、氷晶結合面の構造的な違いが、非凍結温度の線虫低温耐性にも一定の
効果を示すと思われる。氷が生じない非凍結温度で、AFP がどのように線虫の低温耐性獲得
に機能したか？低温時には、細胞膜の固化による損傷や内外液の異常流出と流入などで細
胞の機能が失う。AFP は、損傷した細胞膜に吸着し、異常なイオン流出を防ぎ、また細胞膜
流動性の低下を防ぐ役割を果たすと考えられている。実際、ヒト肝がん細胞（HepG2）は、
AFP 添加により低温保存時間が劇的に改善した。また、共焦点顕微鏡観察から、AFP が細胞
膜に多く局在することも報告されている（Kamijima ら, 2013）。培養細胞でも、AFP による
長時間低温保存の報告がある(Hirano ら, 2008)。本研究においても、AFP が細胞膜に作用す
ることで、細胞膜の流動性の異常変化を防ぎ、細胞内外のイオン流入・流出を防いだ可能性
が考えられる。そこで、光退色後蛍光回復法（ fluorescence recovery after 
photobleaching: FRAP）による線虫細胞膜の流動性評価を試みている。FRAP 法は、細胞内
の特定領域に存在する蛍光タンパク質を高強度の光照射により退色させ、その領域に新し
く流入する蛍光分子によって回復する蛍光強度の時間変化を測定する手法である。これに
より、細胞膜の流動性を定量評価できる。5種類の AFP 遺伝子導入線虫に対し、室温および
4℃（2時間保温）でインキュベーション後、FRAP 実験を実施し、蛍光強度 1/2 回復量の時
間（Thalf）を求めた。低温曝露後の線虫細胞において、細胞膜流動性は顕著な低下を示すが、
AFP 存在下では Thalf時間が室温時と近い値を示した。AFP により細胞膜の流動性低下が防が
れる結果が示唆された。さらに、AFP 各変異体における細胞膜の蛍光回復時間を比較すると、
プレリミナルではあるが、現在、AFP 活性と関連した細胞膜流動性作用も見出しつつある。 
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