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研究成果の概要（和文）：本研究では、バクテリアが持つ氷核タンパク質と昆虫不凍タンパク質

の類似点および相違点を計算科学シミュレーション手法と結晶成長実験により調べた。その結

果、類似点として、氷核タンパク質は不凍タンパク質と同様に氷結晶成長速度の異方性を劇的

に変化させる性質があることがわかった。相違点として、氷核タンパク質は氷のベーサル面に

のみ吸着するが、不凍タンパク質はベーサル面とプリズム面の両方に吸着する。結論として、

どちらのタンパク質も氷結合性を持つが、それらの構造は互いに異なると思われる。 
  
研究成果の概要（英文）：In this project, similarities and differences between bacterial 
ice-nucleating protein (INP) and insect antifreeze protein (AFP) were studied using both 
computer simulation and ice crystal growth experiment. The results suggested that as a 
similarity, both INP and AFP are the proteins that significantly alter the anisotropy in ice 
crystal growth rate. The results also suggested that as a difference, INP binds selectively to 
ice basal planes, whereas AFP binds to both ice basal and prismatic planes. In conclusion, 
both INP and AFP are ice-binding proteins. However, the structure of INP is thought to be 
different from the structure of AFP. 
 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００９年度 1,500,000 450,000 1,950,000 

２０１０年度 1,000,000 300,000 1,300,000 

２０１１年度 900,000 270,000 1,170,000 

総 計 3,400,000 1,020,000 4,420,000 

 
 
研究分野：数物系科学 
科研費の分科・細目：物理学・生物物理・化学物理 
キーワード：結晶成長、計算物理、表面・界面、機能性分子、分子シミュレーション 
 
１．研究開始当初の背景 
 氷核タンパク質（Ice-Nucleating Protein, 
INP ）と不凍タンパク質（ Anti-Freeze 
Protein, AFP）は相反する機能を持つ。INP
は氷の核生成を“促進”し、AFP は氷の成長を
“抑制”する。これらのタンパク質は生物の耐
凍結・避凍結機能と絡んで極めて重要であり、
医療・食品・エネルギー技術への応用も期待

されている。また、バイオミネラリゼーショ
ンにおける結晶成長制御タンパク質や材料
科学における結晶形成・モルフォロジー制御
分子の機能とも関係している。このように、
これらのタンパク質は様々な分野の問題と
も関係したホットな研究対象である。 
 AFP は、代表的なものに対して構造が判明
している。しかし、INP の構造は不明である。



 このため、INP が何故高い氷核機能を示すの
かよく判っていない。これまでは、INP と
AFP は発現する機能が相反するため、タンパ
ク質構造も本質的に異なると考えられてき
た。しかし最近、昆虫 AFP と植物着生バク
テリア INP のアミノ酸配列が互いに類似し
ていることがわかってきた。このため一部の
研究者は、AFP と INP は同じ構造を持って
おり、違いはサイズのみであるという極端な
推論を唱えている（つまり、サイズが小さい
と AFP として働き、サイズが大きいと INP
として働くという推論）。この推論が正しい
かどうかは疑問だが、興味深く、まだよくわ
かっていない INP の構造を解明するために
も調べてみる価値があると思われる。まずは、
AFP と INP の構造上の特徴が比較できると
よい。しかし、X 線や NMR による解析が極
めて困難な INP 構造の特徴を如何にして知
るかが問題である。 

４．研究成果 
 研究成果は以下の通りである。 
（１）INP 構造の特徴と氷との相互作用特性 

バクテリア存在下での氷の結晶成長実験
において氷の成長速度を測定した結果、氷ベ
ーサル面に垂直な方向（氷の c 軸方向）の成
長速度が純水の場合と比べて劇的に小さく
なることがわかった。この結果は、バクテリ
アがベーサル面に吸着する性質を反映した
ものと思われる。したがって、本結果は INP
が AFP と同様に氷に吸着する性質があるタ
ンパク質であることを強く示唆している。 

図 1：純水（左）およびバクテリア水溶

液（右）から成長する氷の結晶形 

図 2：氷ベーサル面に垂直な方向（上）

および平行な方向（下）の氷成長速度の

温度依存性。 

 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、INP の構造上の特徴や
氷との相互作用特性、またそれらの AFP
との類似点や相違点を分子レベルで明らか
にし、タンパク質が発現する機能（氷核も
しくは不凍）を分けるものがサイズだけな
のかどうかを判定することである。化学物
理や生物物理の分野に対してのみならず、
医療技術、食品技術、エネルギー技術などの
分野における産業応用や、生命科学、材料科
学、地球科学など異なる学術分野の関連研
究に対しても貢献し得る基礎的知見として
成果を発信していくこと目指す。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 ３．研究の方法 
  本研究では、バクテリア Xanthomonas 

Campestris の INP と昆虫 Spruce budworm
の AFP を研究対象とする。研究手法は、分
子動力学（Molecular Dynamics, MD）シミ
ュレーションと氷の結晶成長実験である。シ
ミュレーションは、INP の氷吸着部分ペプチ
ドおよび氷成長界面へ吸着した AFP に対し
て実施する。実験は、バクテリアを溶かした
過冷却水からの氷の結晶成長に対して実施
する。本研究手法の独創的な点は、氷の成長
速度異方性および成長形を純水からの成長
の場合と比較することにより INP の吸着面
方位を決定し、その結果から INP 構造の特徴
を推定することである。さらに、その実験で
得られる INP 構造の特徴をシミュレーショ
ンにより検証する。また、AFP の氷界面吸着
構造特性をシミュレーションで解析し、INP
と比較・検討することにより、AFP と INP
の構造の類似点および相違点を探り出す。本
研究の実験では、バクテリア添加が及ぼす氷
の結晶成長への影響は全て、バクテリア INP
の作用によるものであると仮定した。 

 
 
 
 
 
 
 

 

一方、氷ベーサル面に平行な方向（c 軸に
垂直な方向、例えば a軸方向）の成長速度は、
純水の場合より劇的に大きくなることがわ
かった。純水から成長する氷結晶形は、平坦
なベーサル面を持つ薄い円盤（もしくは、六
角樹枝）である。本研究により、バクテリア
存在下では、この薄い氷結晶形がさらに薄く



図 3：吸着構造 A（左）および吸着構造 B
（右）のプリズム界面吸着構造の時間変化．

なることがわかった。すなわち、本結果は
INP が AFP と同様に氷結晶形に作用するタ
ンパク質であることを強く示唆している。 

c 軸に垂直な方向の成長速度増大の要因と
して二つの可能性を検討した。一つは、INP
が c 軸に垂直な方向の界面において液体構造
から氷結晶構造への水分子整列を促進させ
た可能性である。INP は氷の結晶核生成を促
進させるタンパク質であるため、水分子整列
化を促進させる働きがあることは容易に想
像できる。しかし、一般に c 軸に垂直な方向
の成長速度は潜熱の排除速度によって決ま
ると考えられており、水分子整列化速度が成
長速度を支配しているというわけではない。
本研究では、純水からの成長の場合に比べ、
バクテリア添加により最大で約 4倍も成長速
度が上昇した。これだけ大きな成長速度の上
昇を、INP の水分子整列効果だけで説明する
のは無理がある。 
もう一つの可能性として、バクテリア添加

による結晶化潜熱発生量とその分布の変化
が c 軸に垂直な方向の成長速度増大を引き起
こしたことが考えられる。すなわち、本実験
では、バクテリア添加により c 軸方向の成長
速度が大きく減少した。したがって、ベーサ
ル面にて発生する単位時間当たりの結晶化
潜熱量も純水の場合に比べて著しく少なか
ったはずである。潜熱発生量の減少は氷結晶
界面周辺の温度上昇を抑えるため、成長速度
増大につながる。このようなメカニズムで、
ベーサル面での潜熱発生量の著しい減少が、
c 軸に垂直な方向の界面温度上昇を抑制し、
成長速度増大を引き起こした可能性がある。 

ベーサル面での潜熱発生量変化が c 軸に垂
直な方向の成長速度へ及ぼした影響を推測
するために、フェーズ・フィールドモデルに
よるシミュレーションを実施した（東北大学
理学部・三浦均助教の協力）。その結果、バ
クテリアの INP がベーサル面にのみ強く吸
着して成長を抑制したと仮定すると、潜熱発
生量の減少により c 軸に垂直な方向の成長速
度が増大することがわかった。しかし、約 4
倍もの成長速度増加を定量的に説明するの
は難しいように思われる。 

結論として、本実験で観察された c 軸に垂
直な方向の成長速度増大は、INP による水分
子整列化促進の効果と、ベーサル面における
潜熱発生量減少の効果の両方（あるいはどち
らか）により説明することができる。観察さ
れた成長速度増大を定量的に説明すること
は、今後の課題として残された。 

本研究結果は、INP がベーサル面に選択的
に安定吸着する性質があることを強く示唆
した。したがって、INP の氷接触部分はベー
サル面格子とマッチする構造を持つものと
考察される。このことを検証するために、INP
の氷接触部分に相当するポリペプチドの MD

シミュレーションを実施した。しかしながら、
ポリペプチド構造はかなりフレキシブルで
あり、本研究のシミュレーションにおいてそ
の安定構造を決定するには至らなかった。 

実際のバクテリア INP はサイズが極めて
大きく、また細胞膜に埋め込まれた状態で安
定構造を保ち、それにより氷核機能が発現さ
れているものと思われる。したがって、氷核
機能を発現する INP の詳しい構造を決定す
るためには、本研究で実施したものより遥か
に大規模なシミュレーションが必要だと思
われる。そのような大規模シミュレーション
は今後の課題として残されたが、本研究によ
って少なくとも INP の構造上の特徴が初め
て明らかにできたことは強調しておきたい。 
（２）AFP の氷界面吸着構造特性 
次に、AFP 氷界面吸着挙動の MD シミュ

レーション研究の結果について述べる。シミ
ュレーションは、成長状態にある氷プリズム
界面に対して実施した。AFP の初期界面吸着
構造として、AFP のスレオニン配列面がプリ
ズム面格子とマッチするような吸着構造（エ
ネルギー的安定吸着構造、以下、吸着構造 A
と記述）と、それとはまったく異なる吸着構
造（エネルギー的不安定吸着構造、以下、吸
着構造 B）の二通りを調べた。 
 シミュレーションの結果、吸着構造 A の
AFP は、周辺に氷が成長しても界面に安定配
置したままであった。また、周辺に成長する
氷の成長速度が劇的に減少した。この成長速
度減少は、AFP による氷の成長抑制に相当す
るものであったと思われる。結論として、吸
着構造 A は氷の成長抑制を引き起こす安定
な界面吸着構造である。 

 一方、吸着構造 B はシミュレーション開始
するや否や別の吸着構造へ遷移した。これに
より、この吸着構造は氷成長界面で安定にな
らないことがわかった。しかし最終的には、
吸着構造 A と同じようにプリズム面に AFP
スレオニン配列面が接触するように安定吸
着し、そして氷の成長抑制に相当する成長速
度現象が起こった。以上により、AFP スレオ
ニン配列面の氷への接触が、吸着構造安定化
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図 4：AFP と INP の氷結晶吸着面の違い．

図 5：氷結晶自由成長 MD シミュレーショ

ンで観察される成長モルフォロジー時間

変化． 

の必要条件であると結論付けられる。 
 しかし、吸着構造 B からの遷移により最終
的に到達した安定吸着構造は、吸着構造 A と
は異なるものであった（AFP はベータ・ヘリ
ックス構造を持つが、吸着構造 A と B ではヘ
リックス軸の方向ベクトルが 90°ずれてい
た）。以上より、プリズム面の成長抑制を引
き起こす安定吸着構造は少なくとも二通り
あると結論付けられる。本研究結果は、AFP
の安定吸着にはプリズム面格子との厳密な
構造マッチングは必ずしも必要ないことを
示唆している。このことは、格子構造が若干
異なるベーサル面へも AFP が安定吸着する
という事実も説明すると思われる。 

（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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