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研究成果の概要（和文）：本研究は氷結するゼラチン、牛血清アルブミン(BSA)、リゾチウム水

溶液の不凍水，水和タンパク質，氷の 3 つの誘電緩和を 298～113K の温度域、10μHz～10GHz

の周波数域の広帯域誘電分光法（BDS）を用いて観測した。さらに水以外の溶媒の高分子溶液で

観測される緩和と比較し、水溶液で観測される緩和の普遍的性質と物質構造依存性を調べた。

不凍水と水和タンパク質の緩和の特徴は、氷結しない様々な水溶液で観測されたものと一致し

た。球状タンパク質とゼラチン水溶液で観測された水和タンパク質の緩和は後者の方が氷の融

解の影響が顕著に現れ、分子構造による違いが観られた。一方、BSA およびリゾチウム水溶液

の広い濃度範囲（含水率 5～85%）で、熱測定及び誘電測定により、ガラス転移温度と融解温度

の濃度依存性を明らかにした。溶媒が結晶化する有機溶媒を用いた高分子溶液で、溶媒の結晶

化による高分子の凍結濃縮に伴い急激な高分子の緩和時間の変化とガラス転移が観測された。

また、水以外の溶液でも不凍溶媒が観測され、不凍水と水素結合の関係を再考すべき結果が得

られた。 

 
研究成果の概要（英文）：Three kinds of relaxation processes originated from uncrystallized 
water, ice, and hydrated protein were observed using broadband dielectric spectroscopy 
at temperatures between 113K and 300K in a frequency range of 1 mHz – 50 GHz for water 
mixtures with gelatin, bovine serum albumin (BSA), and lysozyme.  The characteristic 
properties of the relaxation processes of uncrystallized water and hydrated protein were 
common to those observed in various kinds of non-crystallized aqueous solutions. The 
influence of the melting of ice for the relaxation process of hydrated gelatin is larger 
than that of the hydrated BSA and lysozyme. The concentration dependences of the glass 
transition, melting, and crystallization temperatures in BSA- and lysozyme-water 
mixtures were clarified in entire concentration range. The glass transition and abrupt 
change of the relaxation time of the local chain motion of polymers caused by the 
condensation and plasticization induced by the melting and crystallization of solvents 
where observed in the mixtures of poly (vinyl acetate)-benzene and poly (ethyl acrylate)- 
p-xylene, and presence of the non-crystallized solvents were confirmed. It implies that 
the hydrogen-bond between water and polymer is not necessary for the presence of 
uncrystallized water at subzero temperatures. 
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質－水系の分子運動は，様々な手

法によって観測されてきたが，現在タンパク
質の「機能」「構造」に対し「分子運動」の
理解は十分ではない。タンパク質の分子運動
に水の存在は不可欠で，タンパク質の分子運
動は水によって支配されて(slaved)いると
いう解釈が与えられている。(例えば，D. 
Ringe, et al. Biophys. Chem. 105, 
667(2003)． D. Beece, et al. J. Am. Chem. 
Soc. 19, 5147(1980))．しかし，水分子とタ
ンパク質の分子運動は，それぞれの分子運動
の時間スケールが数桁も異なるため，一つの
観測手段で両方の分子運動を観測する事は
困難である。そのため，水又はタンパク質い
ずれかの分子運動の観測に基づき，両者を含
んだ解釈やモデリングが行われる事が多い。 

様々な分子運動の観測法の中で，最も広い
観 測 時 間 窓 を 誘 電 分 光 法 ＝ Broadband 
Dielectric Spectroscopy(BDS)は持っており，
メガ秒からピコ秒までの 18 桁以上の時間ス
ケールの分子運動を、複素誘電率の誘電緩和
現象として観測することができる。また，分
子性液体，高分子，溶液など様々な物質が、
液体状態から固体に変化するまでの分子運
動に関する多くの研究が、ここ 20 年間活発
に行われてきた。物質が液体状態の比較的高
温域では，ナノ秒程度の緩和時間 τ をもつ
緩和が一つ観測される。温度の低下とともに
τ が大きくなり，主緩和（α 緩和）に加え、
一つまたは複数の副緩和が α 緩和の高周波
数側に観測される。従来の多くの実験事実と
して、ταが 100～1000 秒になる温度で，熱
測定でガラス転移が観測されることが判っ
ている。そのため τα が 100 秒または 1000
秒になる温度をダイナミクス観測によるガ
ラス転移温度 Tg αとして定義してきた。α 緩
和の高周波側に現れる副緩和は，α 緩和の素
過程である Johari-Goldstein (JG)β 緩和と、
それ以外の局所的分子運動（local β 緩和）
に分類された(K. L. Ngai, M. Paluch, J. 
Chem. Phys. 120, 857(2004))。α 緩和はガ
ラス転移に直接関係する、多数の分子の協同
的な運動によって引き起こされる緩和であ
り，一方，JGβ 緩和は局所的な分子運動であ
るが，JGβ 緩和は α 緩和と密接に関係し，
協同運動である α 緩和の前駆的かつ局所的
に起こる α 緩和の素過程（JGβ 緩和は、α
緩和となる協同運動よりも短い時間で起こ
る揺らぎであり、この揺らぎが同時多発的に
起こった場合に α 緩和となる）であると提

唱された。 
我々はガラス転移温度まで温度を下げて

も氷結しない含水率約 40%以下の様々な物質
の水溶液について、室温付近の液体状態から
低温のガラス転移温度以下までの広い温度
範囲（80～298K）、液体から固体までの分子
運動を観測できる広い周波数域（10 μHz～
10 GHz）の BDS 測定を行った。その結果、（１）
液体状態で観測された緩和時間分布と低温
における複数の緩和が，水分子と溶質分子の
協同運動性と密接に関係し，協同運動性が温
度によって大きく変化することが判った。
（２）様々な低分子量分子性液体の水溶液で，
液体状態の高温域では一種類の運動モード
の水が存在し，低温では水分子固有の局所的
な速い ν 緩和と，溶質分子と協同的にゆっ
くりと動く α 緩和の 2 種類の水の運動が存
在する。（３）α 緩和のガラス転移温度で ν
緩和の緩和時間，緩和強度の温度依存性が変
化する事を明らかにした。(N. Shinyashiki, 
et al. J. Phys.: Condens. Matter, 19, 
205113 (2007).) 

以上の結果は ν 緩和と α 緩和の関係が，
水以外の様々な物質で観測される JGβ 緩和
と α 緩 和 の 関 係 と 同 じ で あ り (S. 
Capaccioli, K. L. Ngai, N. Shinyashiki, J. 
Phys. Chem. B 111, 8197(2007))，α 緩和と
JGβ 緩和の関係が，タンパク質－水系の水和
タンパク質と水分子運動の関係と同じであ
る事を示した(K. L. Ngai, S. Capaccioli, N. 
Shinyashiki, J. Phys. Chem. B, 112, 
3826(2008))。 

近年，氷結した 20(w/w)牛血清アルブミン
（BSA）水溶液の断熱カロリメトリー測定で，
110K，135K，200Kでのエンタルピー緩和とし
てガラス転移が観測された (Kawai, K.; 
Suzuki, T.; Oguni, M. Biophys. J., 90, 
3732(2006).)。同じ BSA水溶液に対して我々
が BDS測定を行ったところ，氷結したタンパ
ク質水溶液で不凍水，氷，水和したタンパク
質の 3 つの緩和が観測された。（図１）（N. 
Shinyashiki, et al. J. Phys. Chem. B, 113, 
14448(2009).）3 つの緩和の緩和時間から得
られた Tgは，断熱カロリメトリーで観測され
た Tgと一致したことから，熱測定で観測され
たガラス転移を引き起こす分子運動を誘電
緩和で確認することが出来た。また，不凍水
の緩和と水和タンパク質の緩和が，氷結しな
い水溶液で観測されたν緩和と α 緩和の関
係と同様，水和タンパク質の分子運動が水の
局所運動を素過程としている事を示した。 



従来，主に低温で氷結しない含水率の低い
含水物や溶液が分子運動の研究対象とされ
てきた。しかし，氷結した BSA水溶液の分子
運動の観測により，氷結した系においても，
α 緩和と JGβ 緩和が同様に観測される事を
示した。さらに，氷結するタンパク質－水系
で観測されてきた熱力学的挙動のメカニズ
ムを、誘電緩和でより明確にした。 
 
２．研究の目的 

本研究は不凍水緩和、水和タンパク質の緩

和、氷の緩和を、様々な構造のタンパク質や

合成高分子の水溶液で観測し，氷結した水溶

液中の不凍水，水和した溶質，氷の分子運動

について，普遍的性質と物質構造依存性を明

らかにすることが目的である 

 
３．研究の方法 
本研究ではタンパク質水溶液と様々な高

分子溶液の複素誘電率を測定するが、溶液中
の溶媒と高分子の分子運動による緩和を同
時に観測する必要がある。そのため 1μHz か
ら 30GHz までの 16.5桁の周波数域の誘電分
光測定システムを用い，80K－300Kの範囲で
温度を変化させ，ガラス状態から液体状態，
あるいは氷結した水溶液から液体状態の水
溶液の 50GHz-1mHz の周波数域の複素誘電率
を広帯域誘電分光法（Broadband Dielectric 
Spectroscopy: BDS）を用いて測定した。BDS
以外にも示差走査熱量測定（differential 
scanning calorimetry: DSC）、熱刺激再分極
電流測定法（Thermally Stimulated 
depolarization Current: TSDC）、等温水分
平衡吸着法 water equilibrium sorption 
isotherms (ESI) measurementsを用い、ガラ
ス転移に関する熱分析等を行った。  
 
４．研究成果 
(1) タンパク質水溶液の誘電緩和 
①ゼラチン水溶液 
ゼラチン濃度 10－40wt%のゼラチン水溶液の
温度を 113K－298K の範囲で変化させ、1mHz
－50GHz の周波数域で誘電分光測定を行った。
以前観測された BSA水溶液と同様に 3つの緩
和が観測された。3 つの緩和が現れる周波数
や緩和の温度依存性から、これらの 3つの緩
和の起源は BSA水溶液と同様であると考えら
れる。Tgが 128Kの最も速い緩和は水和層にあ
る不凍水による緩和である。中間の速さで Tg

が 139K の緩和は氷によるものである。Tg が
210K の最も遅い緩和は水和したゼラチンの
局所的な分子鎖のコンフォメーションの揺
らぎによるものであると解釈した。 
不凍水緩和と水和タンパク質緩和の溶質

構造依存性について、ゼラチン水溶液と BSA
水溶液を比較した。ゼラチン水溶液では不凍
水緩和の Tgは 128K であり、110K 付近である

BSA 水溶液の不凍水緩和よりも高く、従来氷
結しない水溶液で観測された不凍水緩和と
同等であった。系統的な比較はできていない
が、球状タンパク質の表面が親水基で覆われ
ているのに対し、ランダムコイル状のゼラチ
ンの方は必ずしも親水性でない部分も水に
触れる。疎水性部分が水に触れると水の緩和
時間が大きくなると考えられ、このような構
造の違いが緩和時間や Tg の違いとして現れ
たと考えられる。 

ゼラチン水溶液で最も低周波側に観測さ
れた水和ゼラチンの緩和は、260K 以上で緩和
時間の温度依存性が大きくなる。一方、温度
の上昇とともに不凍水緩和の緩和強度も
260K 付近から増加する。これは 260K 付近か
ら氷の融解が始まった為と考えられる。260K
以上では温度の上昇と共に氷が徐々に融解
するため不凍水緩和の強度は増加する。氷の
融解により溶液相のゼラチン濃度が下がり、
その結果水和ゼラチンは動きやすくなり、緩
和時間の急激な減少が 260K 以上で観測され
たと考えられる。ゼラチン水溶液では氷の融
解により水和ゼラチンの緩和時間が大きく
変化するが、BSA 水溶液では変化が見られな
い。これは球状タンパク質が氷の融解により
濃度が減少しても、球状構造を保ったタンパ
ク質分子の分子鎖の局所的な濃度が変化し
ない為と考えられる。水和した溶質分子運動
のガラス転移と不凍水緩和の緩和時間の関
係としては、まずは上記の 260K の融解開始
温度以上では、氷の融解による不凍水緩和の
緩和強度増加と、不凍溶液相のゼラチン濃度
減少による緩和時間の温度依存性変化が挙
げられる。さらに、Tgを境に不凍水緩和の緩
和時間の温度依存性が低温側の Arrhenius型
から、高温側の Vogel Fulture型へ変化する
事がゼラチン水溶液でも確認された。 
②球状タンパク質水溶液 
BSAおよび lysozyme水溶液でほぼ乾燥したペ
レット状の 2wt%から、溶液状態の 82wt%の範
囲で含水率を変化させ、DSC、BDS、TSDC、ESI
による測定を行った。氷結や氷の融解を DSC
で観測し、不凍水量を見積った。また、DSC
と TSDC を用い含水率が低い領域のガラス転
移温度と含水率が高い氷結が起こる濃度の
試料の氷結および融解温度を決定し、広い含
水率の範囲の状態図を明らかにした。含水率
7%以上の BSA、lysozyme両水溶液で、水和タ
ンパク質の分子運動によるガラス転移をも
たらす α 過程が DRS で観測された。含水率
の増加によりタンパク質が可塑化され、含水
率 28%までは水和タンパク質の Tgが急激に低
くなる。28%以上の含水率では試料の冷却過
程で氷結が起こった。また、タンパク質表面
の極性基及び水和水の局所的な分子運動に
よる緩和が観測され、含水率の増加により、
この緩和の緩和時間が含水率 18wt%までは小



さくなる。18wt%でこれまで様々な水溶液で
観測されてきた不凍水緩和の緩和時間と一
致し、含水率が高い溶液では緩和時間が変化
しないことが判った。 
(2) 高分子水溶液、高分子溶液の誘電緩和 
 タンパク質は複雑な分子構造を持つため、
タンパク質水溶液で観測される緩和からそ
のメカニズムを特定することは困難である。
そこで単一の繰返し単位構造を持ち、ランダ
ムコイル状態の合成高分子水溶液の高分子
の運動を調べる事は、タンパク質水溶液中の
分子運動を理解する上で必要である。 
poly(vinyl pyrrolidone) (PVP) 水溶液で

低温でも氷結しない 65wt%PVP 水溶液の BDS
測定を室温付近から水の Tg 付近(120K)まで
の広い温度範囲で行い、従来水の緩和のみが
観測されていたが、PVP の局所的な分子運動
による緩和の温度依存性を初めて観測し、水
の緩和の温度依存性との関係を解明した。 

水溶性高分子の PVPのクロロホルム溶液を
298K－210K の温度域で BDS 測定を行い、PVP
高分子鎖の局所的な分子運動による緩和を
観測した。20wt% PVP よりも高濃度では PVP
の緩和は非対称に広がり、緩和時間は VFTH
型の温度依存性を示した。一方、低濃度の溶
液では緩和は対称的に広がり、緩和時間は
Arrhenius 型の温度依存性を示した。緩和の
形や緩和時間の温度依存性の濃度による違
いが PVP高分子鎖の局所的な分子運動の協同
運動性と関係し、PVP 濃度 20wt%以上の溶液
では、温度－時間換算則が成り立ち、PVP は
溶液中で均一に広がっていることが判った。 
poly(vinyl acetate)(PVAc)ベンゼン用液

で温度を変化し BDS 測定を行い PVAc 分子鎖
の局所的な運動による緩和を観測した。4℃
におけるベンゼンの結晶化により PVAc の緩
和時間が急激に増加した後 100s に達する、
つまり凍結濃縮により高分子がガラス化す
る 過 程 が 観 測 さ れ た 。 同 様 な 現 象 が
Poly(ethyl acrylate)/ p-キシレン溶液でも
観測された。一部の溶媒が結晶化した高分子
溶液の温度上昇に伴う融解を DSC で観測し、
不凍溶媒量を見積った。また、DSCと TSDCを
用い広い濃度範囲の状態図を明らかにした。
溶媒濃度の増加と共に高分子が可塑化され、
Tgの急激な低下が観測された。溶媒が結晶化
しても一部の溶媒は結晶化していないこと
が高分子の緩和の温度依存性や DSC、TSDC測
定によって明らかになった。これらの結果は、
低温で不凍水が存在するために水分子と高
分子の間の水素結合が必ずしも必要ではな
い事を示した。 
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