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研究成果の概要（和文）：寒冷環境において―40℃まで凍らない樹木木部柔細胞から、過冷却

を促進する物質（氷核形成阻害物質）の探索を行い、数種類のフラボノール配糖体および数種

類の加水分解型タンニンを同定した。この知見に基づき、類似の化学構造を持つ数十種類のフ

ラボノイド配糖体、および数十種類の加水分解型・縮合型タンニンが過冷却活性を持つことを

解明した。これらのうち、大量に獲得できる化合物を用い、過冷却促進新素材としての応用を

検討した。

研究成果の概要（英文）：From xylem parenchyma cells in trees that can supercool to -40C
during winter, we identified a several kinds of flavonol glycosides and hydrolysable tannins.
Based on such results, we could also identified more than 50 kinds of flavonol and
tannin-related compounds that promoted supercooling of water. We also tried to use these
supercooling-promoting substances as novel materials that inhibit freezing of water.
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１．研究開始当初の背景
これまでの我々の研究により、ほとんどの

樹木の木部柔細胞内の水は氷点下温度でも
凍らず、過冷却により液体状態を保って越冬
することを明らかにしている。さらに、木部
柔細胞内の水分の過冷却には、水の過冷却を
促進する何らかの過冷却促進（氷核形成阻

害）物質が関与することを明らかにしてきた。
木部柔細胞にこのような過冷却促進物質が
存在するということは新知見であった。また、
これまでに、水の凍結に関与する物質として、
凍結開始温度を高める（水を凍らせやすくす
る）氷核形成物質の存在、および氷晶の成長
を阻害する不凍蛋白質などの存在は広く知
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られていたが、氷核形成を阻害し、水を凍ら
せなくする（過冷却促進）物質の存在につい
てはほとんど知られていなかった。

２．研究の目的
木部柔細胞の過冷却のメカニズムを解明

するため、過冷却により越冬する樹木の木部
柔細胞から可能な限り多種類の過冷却促進
（氷核形成阻害）物質を同定する。これと共
に、過冷却促進物質の産業的応用のため、上
記同定化合物の化学構造に基づき、類似化合
物から、過冷却促進活性を持つ、より多様な
物質を解明する。併せて、過冷却活性の高い
物質を大量に獲得して、様々な分野への新素
材としての応用の可能性を検討する。

３．研究の方法
（１）過冷却する木部柔細胞を持つカツラを
主材料として用いた。
（２）カツラ木部をメタノールで抽出した。
抽出物を液―液分離により水画分と酢酸エ
チル画分に分けた。より高い過冷却活性を示
した酢酸エチル画分をさらにシリカゲルカ
ラムクロマトグラフイにより２０画分に分
けた。２０画分すべてが過冷却活性を示した
ため、すべての画分を HPLC により分離し、
過冷却活性のあるピークを得た。
（３）HPLC ピークを質量分析、NMR により解
析し過冷却促進化合物の同定をした。
（４）同定された木部柔細胞からの化合物と
類似の構造の化合物を購入、または有機合成
により大量に獲得して過冷却活性の有無を
解析した。
（５）過冷却活性の測定には、ドロップレッ
ト凍結法による２µＬの水滴、エマルジョン
法による直径１０µ の微小水滴、および強振
動下でエッペンドルフチューブに入れた 1ｃ
ｃの水を用いた。
（６）種々の水溶液を過冷却させる物質を見
つけるため、水溶液には様々なタイプの氷核
形成物質を混入させて過冷却活性の変化を
調べた。
（7）過冷却促進物質の応用として、ラット
心臓の過冷却保存、ラズベリーなどの植物茎
頂の凍結保存などへの応用を行った。

４．研究成果
（１）樹木木部柔細胞からの過冷却促進物質
の同定：カツラの木部柔細胞から先に同定し
た 4種類のフラボノール配糖体、ケンフェロ
ール-3-グルコース、8-メトキシケンフェロ
ール-3-グルコース、ケンフェロール-3-グル
コース、ケルセチン-3-グルコースに加え、
新たな過冷却促進加水分解型タンニンを同
定した。これらは、2、3、6－トリ－ガロイ
ル-ハマメロース、1、2、3、6-テトラ-ガロ
イル-グルコース、1，2，6-トリ-ガロイル-

グルコース、1，2，3，4，6-ペンタ-ガロイ
ル-グルコースであった。

（２）類似の過冷却促進化合物の同定：樹木
木部柔細胞から同定したフラボノール配糖
体と類似の化合物の過冷却活性を測定した。
これらの過冷却活性はドロップレット凍結
法により、２µＬの水滴を 0.2℃/分で冷却し
て測定した。
この結果、氷核形成細菌の蛋白質を含む水

に対して以下の化合物が過冷却活性を示し
た。これらは、ケルセチン-３-（６-アセチ
ル）-グルコース、α-Ｇ－ルチン、酵素処理
イソクエルシトリン、ケンフェロール-3-ロ
ビノース-7-ラムノース、アピゲニン-7-グル
コース、ミリセチン-3-ラムノース、ミリセ
チン-3-グルコース、ケルセチン-7-ガラクト
ース、ケルセチン-3-ルチノース、ケルセチ
ン-3-ラムノース、ケルセチン-3-ガラクトー
ス、ケルセチン-4’-グルコース、ケルセチ
ン-3’-グルコース、ケルセチン-7-グルコー
ス、ケルセチン-5-グルコース、ケンフェロ
ール-7-ガラクトース、ケンフェロール-3-ル
チノースであった。

また、樹木木部柔細胞から同定したタンニ
ンと類似の化合物の過冷却活性を測定した。
氷核形成細菌の蛋白質を含む水に対して以
下の加水分解型タンニン、縮合型タンニンモ
ノマー、さらにこれらを含む植物から抽出し
た粗タンニンが過冷却活性を示した。これら
は、１-メチル-2，3，4，6-テトラ－ガロイ
ル-グルコース、ミオ-イノシトール-パーガ
レイト、五倍子タンニン、茶カテキン、柿タ
ンニン、栗タンニン、ケブラチョタンニン、
ライチ果実由来ポリフェノール、ブドウ種子
由来ポリフェノール、カテキン、エピカテキ
ン、エピガロカテキン、ガロカテキンガレー
ト、エピカテキンガレート、エピガロカテキ
ンガレートであった。
（３）種々氷核形成物質を含む水溶液への過
冷却活性の測定：上記のように、氷核細菌由
来の蛋白質を含む水溶液への過冷却活性に
加え、上記化合物が、ヨウ化銀、フロログル
シノールなどの異なった氷核形成物質を含
む水溶液に対する過冷却活性を測定した。そ
の結果、上記化合物のほとんどすべてはこれ
らの氷核形成物質を含む水溶液も過冷却さ
せることを明らかにした。

一方、意図的に氷核形成物質を添加しない
蒸留水についての過冷却活性の測定は予期
しない結果をしめした。蒸留水には操作中に
意図しないで空気中の異物が混入し、これら
が氷核となる。このような蒸留水にたいして
過冷却活性を示した化合物は以下のとおり
である。フラボノール配糖体としては（一部
フラボノイド配糖体を含む）ケルセチン-3-
グルコース、ケルセチン-3-ガラクトース、



ケルセチン-3-ルチノース、ミリセチン-3-グ
ルコース、酵素処理イソクエルシトリン、α
-Ｇ－ルチンのみであった。また、タンニン
としては、2、3、6－トリ－ガロイル-ハマメ
ロース、1、2、3、6-テトラ-ガロイル-グル
コース、1，2，6-トリ-ガロイル-グルコース、
1，2，3，4，6-ペンタ-ガロイル-グルコース、
五倍子タンニン、ライチ果実由来ポリフェノ
ール、ガロカテキンガレート、エピカテキン
ガレート、エピガロカテキンガレートのみで
あった。

これに対して、（２）で示した残りの化合
物はすべて、蒸留水の凍結を促進する氷核形
成物質として機能した。これらは全く予期し
ない結果であり、過冷却促進剤と氷核形成物
質間の複雑な相互作用の存在を示唆した。
（４）均質核形成への影響：（３）の結果を
受け、過冷却促進物質が水自体による氷核形
成（均質核形成）に関与するのか、水中に存
在する何らかの氷核形成物質に作用して、こ
れらの氷核がもたらす凍結（不均質核形成）
に影響を与えるのかを検討した。エマルジョ
ン法により全く異物を含まない蒸留水の凍
結（均質核形成）に対する上記過冷却促進物
質の効果を検討した。エマルジョン法により
蒸留水は-38℃で均質核形成により凍結する。
異物の混入した蒸留水に対して過冷却活性
を示した（４）で示した化合物についての検
討は、これらの化合物はいずれも均質核形成
には全く影響をもたらさないことを示した。
すなわち、過冷却促進物質を添加しても凍結
温度は-38℃と変わらなかった。唯一、ケン
フェロール-7-グルコースは、エマルジョン
法でも氷核形成物質として機能した。
（５）種々判定方法による過冷却活性の測
定：ドロップレット凍結法による２μＬの水
滴、エマルジョン法による直径１０μ以下の
マイクロ水滴による過冷却活性の測定に加
え、エッペンドルフ試験管に入れた１ｃｃの
水溶液を氷点下温度で強振動することによ
り過冷却活性がどのようになるかテストし
た。過冷却促進物質を加えない蒸留水は-5℃
では短時間ですべて凍結した。このようなテ
ストでも-5℃以下で過冷却を保ったのは、α
-Ｇ－ルチン、酵素処理イソクエルシトリン、
ケルセチン-3-ガラクトース、五倍子タンニ
ン、茶カテキン、ライチ果実由来ポリフェノ
ール、エピガロカテキンガレートであった。

これらの結果は、過冷却活性の判定法の違
いにより活性の評価は大きく異なることを
示した。過冷却を促進する有用物質の今後の
選択のためには、大容量の水溶液を、強振動
下で長期間、過冷却させる物質を選択する必
要がある。
（６）過冷却促進物質の応用：過冷却促進物
質の応用として、過冷却による生鮮材料の低
温保存への応用、凍結制御剤として生物の凍

結保存への応用を始めとして、将来的には、
石油系冷却剤の代替品としての応用、結露防
止表面コーティング素材としての応用、雲へ
の散布による降雨・降雪調整剤としての応用、
過冷却促進化合物を大量に作成する遺伝子
導入により氷点下温度でも凍らず成長する
植物の作成など多様な応用の可能性を持つ。

現状の過冷却促進物質の応用は、ラットの
心臓を-5℃で一晩過冷却させることに成功
している。ただし、過冷却は可能なものの、
ラット心臓細胞は低温自体に非常に弱いこ
とが判明し、このような材料には併せて低温
傷害を克服させる何らかの処理の必要性が
明らかになった。

凍結制御剤として過冷却促進物質の添加
は、これまで用いられていた凍害防止剤の濃
度を低下させることにより、高い保存成績が
得られることが植物の茎頂を用いた実験で
明らかにされた。今後、動物細胞・組織の凍
結保存への応用を検討している。
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