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研究成果の概要（和文）：凍結抑制タンパク質を含む過冷却水中で氷結晶の成長実験を行い、結晶の形態形成や
成長速度の濃度、過冷却度、面方位依存性を、新開発の光学顕微鏡を駆使して測定した。
氷のプリズム面に関しては成長速度の抑制効果が再確認されたが、ベーサル面については成長速度が促進される
ことが明らかになり、このタンパク質の効果は面方位に依存（異方的）することが確かめられた。ベーサル面の
成長促進は、成長ステップのエッジに吸着したタンパク質分子が、新たな成長ステップの発生源として作用する
ためと考えられ、結晶成長に対する新たな不純物効果モデルを提案した。さらに、この異方的効果が生体の凍結
抑制機構の本質であることを示した。

研究成果の概要（英文）：Growth experiments of an ice crystal in a supercooled solution of antifreeze
 protein were carried out and separately measured the growth rates for the basal and prism faces.  
We clarified that the growth of basal faces was enhanced by the effect of antifreeze protein, while 
the growth of prism faces was suppressed. It means that the effects of antifreeze proteins for ice 
crystal growth were different for every crystallographic faces. 
The growth promotion of basal face was explained by a new model that the adsorbed antifreeze protein
 molecules on the edges of growth steps may work as the new sources to generate new growth steps on 
the basal faces.  We clarified that the mechanism for the freezing inhibition of living organisms 
under the sub-zero temperature environments was compatibly explained on the basis of the anisotropic
 functions of antifreeze proteins for ice crystal growth.

研究分野： 結晶成長

キーワード： 氷結晶　不凍タンパク質　界面吸着　結晶成長　異方的不純物効果　振動成長　成長速度促進
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
(1) 水は生体の生命維持に欠かせないが、一
方で氷点下では固相の氷に変わるため、生体
の生存を脅かす要因になりかねない。しかし、
実際には多くの変温生物が氷点下でも凍結す
ることなく生命活動を維持している。この生
体の耐凍結戦略を担うものとして、凍結抑制
タンパク質がよく知られている。このタンパ
ク質は、氷結晶の成長界面に吸着することで、
結晶の成長速度を抑制し、その結果として生
体の凍結を防止すると考えられている。 
 
(2) しかしながら、これらのタンパク質分子
の氷界面への吸着状況や結晶成長に対する効
果は、十分に明らかにされているとは言えな
い状況であった。その要因の一つは、凍結抑
制タンパク質が関与する状況での氷結晶の成
長実験が十分になされていなかったことであ
る。このため、氷結晶の形態形成、成長速度の
面方位依存性、さらに成長速度に時間依存性
などの基本的な情報が不足していた。 
 
(3) 特に、極地の海に住む魚由来の凍結抑制
タンパク質の場合、氷の主要な結晶面である
プリズム面やピラッミッド面では成長が抑制
されることが明らかにされていた。しかし、
もう一つの主要な結晶面であるベーサル面に
関しては、特にその効果は無いと考えられて
きた。 
 
(4) 一方、AFGP水溶液中では、氷結晶がピラ
ミッド面で囲まれた十二面体の結晶外形を取
ると、それ以上の成長が抑制されることが知
られている。この結晶外形が実現されるには、
ベーサル面の成長が極めて速いことが条件に
なる。多面体結晶の成長の基本原理として、
結晶外形は最も成長速度の遅い結晶面で取り
囲まれることが知られている。これは、十二
面体の結晶外形の生成にはベーサル面がその
他の結晶面より速く成長しなければならない
ことを意味する。したがって、プリズム面や
ピラミッド面に対するAFGPの効果を考える
従来のモデルでは、十二面体結晶の生成を説
明できない。 
 
(5) 一般に、結晶成長に対する不純物効果は、
結晶成長の制御などの応用面からも極めて重
要な研究テーマである。近年、特にタンパク
質などの生体高分子が不純物として作用する
場合の結晶成長制御（いわゆる、バイオクリ
スタリゼーション）の機構の解明が大きな問
題になっている。本課題で扱う凍結抑制タン
パク質は、氷の結晶成長に対する生体高分子
の効果であり、まさにこの問題の核心的な実
験系である。 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究では、凍結抑制タンパク質を含む
過冷却水中での氷結晶の成長実験を行い、結
晶面ごとの成長速度と結晶外形の時間変化を、

タンパク質の濃度と過冷却度をパラメータと
して精密に測定する。 
 
(2) 実験結果をもとに、成長界面でのタンパ
ク質分子の吸着濃度や動的挙動、結晶成長速
度の面方位依存性（異方性）、成長速度の時間
変動などを解析する。このような結晶成長の
基本的な解析をもとに、生体の凍結抑制機能
の発現メカニズムを解明する。 
 
３．研究の方法 
(1)	本研究で使用した凍結抑制タンパク質の
試料は、極地の海に住む魚の体内から抽出さ
れたものを用いる。これらの試料は、凍結抑
制効果はそれほど大きくはない（熱ヒステリ
シスで１K程度）が、近年知られる様々な凍結
抑制タンパク質の中でも、最初に発見された
基本的なものである。本研究では、不凍糖タ
ンパク質（antifreeze glycoprotein, AFGP）と
不凍タンパク質タイプ III (antifreeze protein 
type III, AFP III)を使用した。 
	
(2)	実験は、タンパク質を含む水を過冷却さ
せ、その中で氷単結晶を自由成長させる。こ
の方法は、結晶の成長に伴い結晶周囲に球対
称の拡散場が生成され、結晶面ごとの成長速
度や結晶外形の時間変化の観察に優れている。
本実験で使用した実験システムは、研究代表
者らにより開発されてきたものを利用した。
このシステムは、氷結晶成長装置と氷結晶の
観察に特化した光学顕微鏡により構成されて
いる。光学顕微鏡は、明視野観察系と位相差、
干渉、蛍光などの観察系を組み合わせて構成
されている。氷と水との界面での光反射係数
は極めて小さい（ガラス表面の光反射係数の
1/500）ので、この界面の光学顕微鏡での観察
は通常極めて困難である。本観察系では、特
別な工夫を施すことで可視化を可能にしてい
る。	
	
(3)	実験結果をもとに、結晶面ごとに成長に
対するタンパク質の効果を解析し、面方位依
存性を明らかにする。さらに、この異方的効
果が生体の凍結抑制機構とどのように関連す
るかを解明する。	
	
４．研究成果	
(1)	AFGP について、氷結晶の成長速度の精密
測定を行った。この試料では、通常の地上で
の実験に加えて、国際宇宙ステーション「き
ぼう」の船内で行った氷結晶成長実験の成果
も活用した。「きぼう」では、完全な無重力環
境が実現するため、成長する結晶周囲の自然
対流の影響が排除されるため、極めて高精度
な測定が可能になる。	
	
(2)	その結果、プリズム面の成長速度は AFGP
分子の吸着の効果により結晶の成長速度が抑
制されることが再確認された。一方、ベーサ



ル面については、図１に示すように純水中で
の成長に比べて、３−４倍も成長が促進された
１）。AFGP 分子は、氷のプリズム面にのみ優先
的に吸着するため、ベーサル面の成長には影
響を与えないとされてきたが、本実験により
完全に覆された。	
	
(3)	AFPIII に関しては、地上実験により同様
な測定と解析を行った。その結果、AFGP の場
合と同様に、プリズム面の成長抑制とベーサ
ル面の成長促進を確認した。さらに、プリズ
ム面に関しては、結晶の成長が完全に停止す
る過冷却領域（Dead	zone）が存在することを
初めて実験的に確認した２）。	
	
(4)	AFGP、および AFPIII の分子は、プリズム
面、またはピラミッド面に選択的に吸着する
ことが知られている。この特性をベースにし
て、結晶成長に対する異方的効果のメカニズ
ムは、図２に模式的に示される。まず、プリズ
ム面とピラミッド面では、界面に吸着した分
子が界面移動（あるいは、成長ステップの移
動）をピン留めする効果により、成長が抑制
される。界面の吸着分子による被覆率は、蛍
光顕微鏡観察により 10%以下であることが明
らかになっている。したがって、隣接した吸
着分子間の界面（または、成長ステップ）は前
方に張りだすため、界面の曲率が局所的に大
きくなり、ギブス・トムソン効果により界面
の平衡融点温度が低下する。このため、面の
成長が抑制される。このモデルは、不純物に
よる結晶成長の抑制モデルとしてよく知られ
ていて、ピン留めモデルあるいはギブス・ト

ムソンモデルと呼ばれる。	
	
(5)	ベーサル面に関しては、純水から成長す
る場合でも常に平らで、成長ステップによる
層状成長をすることが知られている。ベーサ
ル面上の成長ステップの端面（エッジ面）に
注目すると、ここはプリズム面またはピラミ
ッド面が露出している。すなわち、タンパク
質分子は、ステップのテラス面には吸着がで
きないが、端面には吸着が可能である（図２）。
例えば、AFGP 分子の大きさは３nm 程度である
ので、氷の単位ステップの高さ（0.37nm）より
も圧倒的に大きい。このため、端面に吸着し
た分子はステップから大きくはみ出すことに
なり、ベーサル面上での新たな成長ステップ
の発生源となる。その結果として、ベーサル
面の成長が促進される。以上のように、タン
パク質分子はプリズム面に選択的に吸着する
という従来から明らかになっている特性に矛
盾することなく、ベーサル面の成長促進を説
明することが可能である１）。	
	
(6)	氷結晶は、熱ヒステリシスの温度領域（凍
結抑制タンパク質を含む水中での氷結晶の成
長開始温度（Tf）と氷結晶の融解開始温度（Tm）
の間の温度領域）内では十二面体の外形（図
３(a)）を保って、成長も融解もせずに存在し
ている。実際に、寒冷環境にある生物から採
取した血液中には、十二面体結晶が見出され
る。この事実と氷結晶成長に対する凍結抑制
タンパク質の異方的効果は、生体の凍結抑制
機能の発現と密接に関連している。図３（b）
に示すように、多面体結晶の成長では、以下
のような特徴がある。すなわち、成長速度は
面ごとに異なり、速度の速い面は成長ととも
に徐々に小さくなり、極端な場合は結晶外形
から消失する。一方、速度の遅い面ほど、成長
とともにその面積が大きくなり、結晶外形は

図１ AFGP水溶液（濃度 70μg/mL）中で
測定された氷ベーサル面の成長速度の過冷

却度依存性。破線は地上実験の結果。「きぼ

う」実験（水溶液濃度 70μg/mL のみ）で
は、成長速度が周期変動するため、その最

大値（赤丸）と最小値（青四角）を示す。速

度の平均値は、地上実験と一致している。 

図２ 氷のプリズム面とピラミッド面の成
長抑制、およびベーサル面の成長促進のメ

カニズムを説明する模式図。タンパク質分

子は、プリズム面に選択的に吸着する。この

吸着分子が、成長面によってピン留め効果

を持つ場合と成長ステップの発生源となる

場合があり、これが異方的効果をもたらす。 



最終的に速度の最も遅い面のみで囲まれる。
このような特徴を考慮すると、十二面体の結
晶外形が生成されるには、その稜面であるピ
ラミッド面の成長速度が最も遅く、プリズム
面やベーサル面がより速く成長する必要があ
る。すなわち、生成された氷微結晶は、最初は
様々な結晶面で取り囲まれているはずだが、
成長とともに成長速度の大きい面から順にベ
ーサル面、およびプリズム面が消失し、最終
的に成長速度の最も遅いピラミッド面のみで
取り囲まれ十二面体結晶が生成されると予測
される。いったん十二面体結晶が生成される
と、もはや成長速度の大きい面は存在しない
ので、これ以上の成長は抑制される。すなわ
ち、過冷却した血液中には多数の氷結晶が存
在するにもかかわらず、生体の凍結進行が抑
制されるのである。	
	
(7)	また、本研究では、極地魚由来の凍結抑
制タンパク質の凍結抑制効果と比較するため、
海氷中で採取された珪藻 Fragilariopsis	
cylindrus から抽出された凍結抑制タンパク
質(fcIBPs)についても同様の実験を行った。
この場合は、プリズム面、ベーサル面ともに
成長が抑制されることが明らかになり、魚由
来の凍結抑制タンパク質とは大きく異なる特
徴を持つことが明らかになった 3）。	
	
(8)	以上の結果、凍結抑制タンパク質による
氷結晶成長に対する効果は、面方位ごとに大
きく異なることが明らかになった。そして、
この異方性が生体の凍結抑制戦略を担う本質
的な特性であることも示され、本研究課題の
当初の目的は十分に達成された。さらに、種々
の凍結抑制タンパク質の機能発現機構の解明
に向けて、結晶の生成における最も基本的な
成長速度の測定や結晶の形態形成過程の観察
が重要な鍵を握ることが、この研究分野の発

展を促す指針として明確に示された。	
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