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研究成果の概要（和文）：極域の海に生息する魚類由来のタイプIII型の不凍タンパク質(AFP-III)，および海氷
中に生息する藻類由来の不凍タンパク質(fc-AFP)を，それぞれ化学修飾および遺伝子操作によって蛍光ラベル化
した．そして，レーザー共焦点蛍光顕微鏡およびマッハ・ツェンダー光干渉計を用いて，不凍タンパク質が氷結
晶表面に吸着する挙動と、氷結晶の成長に及ぼす効果を調べた．その結果，前者は氷結晶のプリズム面に特異的
に吸着するがベーサル面には吸着しないこと，後者はプリズム面とベーサル面の両方に吸着することを見出し
た．この結果は，氷結晶のc軸方向の成長を，前者は促進し，後者は抑制することを矛盾無く説明できる．

研究成果の概要（英文）：We prepared two kinds of fluorescent-labeled anti-freeze proteins, AFP-III 
from polar fish and fc-AFP from sea ice algae, by chemical modification and genetic engineering, 
respectively. Then we studied the adsorption of these AFPs on ice crystal surfaces and their effects
 on the growth of ice crystals using a laser confocal fluorescence microscope and a Mach-Zehnder 
interferometer. We found that AFP-III adsorbs specifically on ice prism faces but not on ice basal 
faces, and that fc-AFP adsorbs on both ice prism and basal faces. These results agree well with the 
effects of these AFPs on the growth of ice crystals: the growth of ice crystals in the 
crystallographic c-direction is promoted by AFP-III but suppressed by fc-AFP significantly. In this 
study, we revealed for the first time that different AFPs with different affinities with ice crystal
 surfaces show different effects on the growth of ice crystals. 

研究分野： 結晶成長学

キーワード： 不凍タンパク質　レーザー共焦点蛍光観察　吸着

  ２版



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
	 骨や歯，貝殻などのバイオミネラル結晶の
様に，生体高分子が，分子サイズが大きく異
なる無機低分子結晶の成長を精密に制御す
ることはよく知られているが，その機構の理
解は甚だ不十分である．本研究では，そのよ
うな例として，不凍タンパク質が氷結晶の成
長を制御する機構の解明に焦点を絞る． 
	 不凍タンパク質は寒冷圏に住む外温動植
物が体内で生産するタンパク質で，氷結晶表
面に吸着し，その成長を抑制することで，動
植物を凍死から守る働きをしている．これま
では，寒冷圏に住む魚，昆虫，藻類，バクテ
リアなどが不凍タンパク質を生産すること
が知られており，これまで主に生化学的な観
点からの研究が盛んに行われて来た． 
	 しかし，結晶成長物理の観点からの不凍タ
ンパク質に関する研究は，申請者を含めたわ
ずかな研究グループがこれまでに行ってき
たのみで大きく立ち後れており，その作用機
構についての統一的な理解はまだ得られて
いない．  
 
２．研究の目的 
	 不凍タンパク質が氷結晶の成長に効果を
及ぼすためには，不凍タンパク質が氷結晶表
面に吸着する必要がある．すなわち，不凍タ
ンパク質が氷結晶の表面にどの様に吸着す
るか，および不凍タンパク質が氷結晶の成長
にどのような影響を及ぼすかの相関を明ら
かにする必要がある． 
	 そのため，まず，1) 不凍タンパク質の濃度
と過冷却度を様々に変化させ，氷結晶のモル
フォロジーがどの様に変化するかを観察す
る．また，2) 同時に氷結晶の c軸方向および
a 軸方向への成長速度を光学顕微鏡およびマ
ッハツェンダー光干渉計を使って計測する．
そして，3) 氷結晶表面に吸着した蛍光ラベル
化不凍タンパク質をレーザー共焦点蛍光顕
微鏡を用いて観察する．そして，上記 1〜3)
で得られた知見より，不凍タンパク質が氷結
晶の成長に影響を及ぼすメカニズムを明ら
かにする． 
 
３．研究の方法 
	 本研究では，極域の海に住む魚由来の III
型不凍タンパク質（以降，AFP-III）および
海氷に住む藻類由来の不凍タンパク質（以降，
fc-AFP）の２種類に焦点を絞った．	
	 まず，AFP-III を蛍光色素ローダミンと化
学結合させることで，蛍光ラベル化した
AFP-III	(F-AFP-III)を調製した．約 10%の
AFP-III を蛍光ラベル化することに成功した．
一方，fc-AFP は，共同研究者のバイヤー博士
（アルフレッド・ウェゲナー研究所，ドイツ，
研究員）が遺伝子的手法で緑タンパク質と
100％の収率で結合させたもの(F-fc-AFP)を
いただき，そのまま使用した．	
	 F-AFP-III の場合には，蛍光ラベル化収率
が約 10%と低いため，F-AFP-III 溶液の厚み

が大きいと，バルク溶液中の蛍光分子量が大
きくなるため，氷結晶に吸着した F-AFP-III
を感度よく観察することができなかった．そ
こで，厚みが約 100µm と薄い観察チャンバー
を作製し，この中で氷結晶を一方向に成長さ
せながら，氷結晶への F-AFP-III の吸着をそ
の場観察した．一方，F-fc-AFP の場合には蛍
光ラベル化収率が 100%と高いため，これまで
当研究室で用いて来た，氷単結晶の成長を観
察するための観察チャンバーをそのまま用
いて，氷結晶の成長と氷結晶への F-fc-AFP
の吸着をその場観察した．なお，蛍光観察に
は，レーザー共焦点蛍光顕微鏡を用いた．	
	
４．研究成果	
1)	AFP-III が氷結晶の成長におよぼす効果	
	 様々な AFP-III 濃度および過冷却度下で観
察した氷結晶のモルフォロジーを図１に示
す．低過冷却度下では，純水の場合には平衡
形は円板であるが(a1)，AFP-III がわずかに
存在するとファセットが現れた(b1)．また，
高過冷却度下では，純水の場合に比べて(a3)，
より枝が細い樹枝状結晶が得られた(b3-d3)．
これらの結果より，AFP-III はプリズム面や
バイピラミダル面などの氷単結晶側面に吸
着し，成長を抑制するものと予想される．
AFP-III 濃度が高いと c 軸方向へ長く伸びた
形態の氷結晶が観察された(e2 および e3)．	
	 次に，氷結晶および周囲の不凍タンパク質
水溶液を，レーザー共焦点蛍光顕微鏡を用い



てその場観察することで，バルク溶液中およ
び氷結晶表面での F-AFP-III の濃度分布を可
視化・計測した．その結果の一例を図２に示
す．図２より，F-AFP-III は主にプリズム面
やバイピラミダル面などの側面には顕著に
吸着するが，ベーサル面には顕著な吸着が観
察されないことがわかる．この結果は，図１
でのモルフォロジーより得られる結果と完
全に一致した．	
	 さらに，様々な不凍タンパク質濃度および
過冷却度の下で氷結晶を一方向に成長させ，
氷結晶の成長速度を計測するとともに，結晶
表面に吸着した不凍タンパク質の濃度を決
定した．その結果，過冷却度が 0.4°C より
も小さな場合と大きな場合とで全く異なる
結果が得られることを見出した．それぞれの
場合について以下に説明する．	
	 過冷却度が 0.4°Cよりも小さな場合には，
不凍タンパク質による「不凍効果」が観察さ
れた．すなわち，不凍タンパク質濃度が増加
するとともに，氷結晶は融点以下のより低い
温度まで成長できなかった（この氷が成長で
きない温度領域を「熱ヒステリシス」と呼び，
不凍効果の大きさを表す）．不凍タンパク質
による氷結晶の成長抑制は，これまでギブス
−トムソン・モデルにより次の様に説明でき
ると考えられて来た．氷表面に吸着した不凍
タンパク質が氷結晶の表面をピン止めする
と，不凍タンパク質分子の間の氷表面は前方
に凸の曲率半径を持つ球面となり，バルクの
融点(0°C)よりも融点が低下する．この場合
には，熱ヒステリシスの大きさと吸着した不
凍タンパク質分子間の距離の逆数が比例関
係を持つことが知られている．そこで，本研
究にもギブス−トムソン・モデルが適応でき
るかどうかを調べるために，氷結晶表面での
蛍光強度より氷結晶表面に存在する不凍タ
ンパク質の濃度を決定し，氷表面に吸着して
いる不凍タンパク質分子間の距離を求めた．
その結果，本研究の場合にも熱ヒステリシス
の大きさと吸着分子間距離の逆数は良好な
直線関係を示したが，その傾きより求めた氷
−水溶液界面の界面自由エネルギーは，氷−水
の界面自由エネルギーの 1/7 程度の小さな値

を示した．この結果は，AFP-III がもたらす
不凍効果は基本的にはギブス-トムソン・モ
デルにより説明できるが，不凍効果の大きさ
を左右する界面自由エネルギーは不凍タン
パク質により大きな影響を受ける，すなわち
AFP-III が吸着していない氷−水溶液界面に
も AFP-III は大きな影響をおよぼすことを示
す．後者は，本研究により初めて明らかとな
った現象である．	
	 一方，過冷却度が 0.4°C よりも大きな場
合には，不凍タンパク質濃度の増加とともに，
氷結晶の成長速度は逆により大きく促進さ
れるという，全く予想外の結果が得られた．
そのため，本現象を説明するためには，これ
までにない新たな作業仮説が必要とされる．
定量的に説明するにはまだ実験が不十分で
あるが，不凍タンパク質濃度の増加とともに
観察された「氷結晶のモルフォロジーの大き
な変化」が最も重要な寄与を及したと考えら
れる．すなわち，氷結晶の形態が，丸い樹枝
状から，大きく間隔が空いた細い樹枝状へと
変化することで，氷結晶が過冷却融液中で成
長する際に最も大きな律速段階となる「潜熱
の除去」がより効率的に行われたためである
と予想される．	
	
2)	fc-AFP が氷結晶の成長に及ぼす効果	
	 次に，様々な fc-AFP 濃度および過冷却度
下で観察した氷結晶のモルフォロジーを図 3
に示す．低過冷却度下では，純水の場合には
平衡形は円板であるが(a1)，AFP-III がわず
かに存在するとファセットが現れた(d)．ま
た，高過冷却度下では，純水の場合に比べて
(c)，より枝が細い樹枝状結晶が得られた(f,	
I,	l)．しかし，fc-AFP 濃度が高くなっても，
c 軸方向の厚みが薄い，板状のままであった
(k,	l)．AFP-III の場合には観察された c 軸
方向への成長の促進は観察されず，常に抑制
されたままであった．	

図２．F-AFP-III を加えた(64	µg/ml)過冷却
水中で成長させた氷結晶のレーザー共焦点
蛍光顕微鏡観察結果．図中の矢印は側面に吸
着した F-AFP-III を示す．キャピラリーの直
径は 430	µm.	
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	 次に，氷結晶および周囲の不凍タンパク質
水溶液を，レーザー共焦点蛍光顕微鏡を用い
てその場観察することで，バルク溶液中およ
び氷結晶表面での F-fc-AFP の濃度分布を可
視化・計測した．その結果の一例を図４と５
に示す．図より，F-fc-AFP はベーサル面（図
４）およびプリズム面（図５）の両方に顕著
に吸着することがわかる．この結果は，図３
でのモルフォロジーより得られる結果と完
全に一致する．	
	 以上より，fc-AFP の効果は次の様に説明で
きる．fc-AFP は AFP-III とは異なり常にベー
サル面に強く吸着することより，ベーサル面
(c 軸方向)の成長を常に抑制する．この点が，
高過冷却下ではベーサル面の成長を促進し
た AFP-III と大きく異なる．一方，fc-AFP も
AFP-III と同様にプリズム面に吸着し，その
成長を抑制した．その結果，高過冷却下では
AFP-III と同様に，氷結晶の形態が，丸い樹
枝状から，大きく間隔が空いた細い樹枝状へ
と変化することで，氷結晶が過冷却融液中で
成長する際に最も大きな律速段階となる「潜
熱の除去」がより効率的に行われたと予想さ
れる．	
	 fc-AFP の場合には，蛍光強度計測がまだ予
備的な段階にあるため，氷結晶に吸着した
fc-AFP の密度を決定するには至っていない．
そのため，AFP-III の場合の様な，水−氷界面
の自由エネルギーに及ぼす効果については
まだ明らかにできていない．今後の課題であ
る．	
	 不凍タンパク質に関するこれまでの研究
では，熱ヒステリシスが 1℃未満である場合
にはベーサル面には吸着せず，逆にベーサル
面への吸着が見られる場合には数℃以上の
大きな熱ヒステリシスが見られると信じら
れて来た．しかし，本研究で用いた fc-AFP
の様に，ベーサル面に吸着するにもかかわら
ず熱ヒステリシスが 1℃未満であるケースも
存在することが新たに明らかになった．この
結果は，不凍タンパク質に対する従来の考え
に修正を迫るものであり，大きな意義を持つ
と考えている．	
	
3)	まとめ	
	 上記 1)2)に示した様に，本研究で題材とし
た２種類の不凍タンパク質，AFP-III および
fc-AFP は，氷結晶表面と異なる親和性を示し
た．すなわち，両不凍タンパク質共に氷結晶
のプリズム面に吸着してその成長を抑制す
るが，氷結晶ベーサル面には，AFP-III は吸
着せずにその成長を促進するが，fc-AFP は吸
着しその成長を抑制することがわかった．以
上のように，氷結晶表面と異なる親和性を示
す不凍タンパク質が，氷結晶の成長にも異な
る効果を及ぼすことを，結晶成長物理学の観
点から定量的に明らかにすることができた
のは，我々の知る限り本研究が初めてである．	
	
５．主な発表論文等	

（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
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図４．F-fc-AFP を加えた(1.5	µM)過冷却水
中で成長させた氷結晶のレーザー共焦点蛍
光顕微鏡観察結果．下図は上手の枠線中の蛍
光強度を計測した結果を示す．F-fc-AFP は
ベーサル面に強く吸着することがわかる．	
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図５．F-fc-AFP を加えた(1.5	µM)過冷却水
中で成長させた氷結晶のレーザー共焦点蛍
光顕微鏡観察結果．下図は上手の枠線中の
蛍光強度を計測した結果を示す．F-fc-AFP
はプリズム面にも強く吸着することがわか
る．	
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