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研究成果の概要（和文）：　凍結を用いてマイクロ、ナノ液相空間の大きさを制御することで、新たな機能を開
拓し、凍結系の本質を解明に資する以下の結果を得た。①大きさを制御したマイクロ空間での粒子の電気泳動か
らAFPと氷の相互作用を明らかにした。②蛍光プローブを用いて、マイクロ、ナノ凍結空間での分子凝集体形
成、プローブ溶解度の特異的増加、それによる新たな化学種の生成を見出した。③イオンの氷結晶への取り込み
不均衡に起因する凍結濃縮溶液(FCS)のpH不均一、FCSのpH緩衝と氷の結晶欠損との関係を解明した。④氷結晶に
取り込まれたイオンの局所構造を明らかにした。⑤凍結によりラマン分光を簡易に高感度化できることを示し
た。

研究成果の概要（英文）：Our previous study indicates that the size of micro- or nano-liquid phase 
can be controlled by freezing. In this research, we develop novel methods based on this 
characteristic feature of freezing and elucidate fundamental aspects of water freezing. We have 
studied (1) the interaction between antifreeze proteins and ice surface probed by ice-grain boundary
 electrophoresis, (2) molecular aggregation of fluorescence probe molecules and their solubility 
enhancement in frozen solutions, (3) pH inhomogeneity and pH-buffering capacity in the liquid phase 
confined by ice, (4) the local structures of ions incorporated in the ice crystal lattice, and (5) 
high sensitivity Raman spectroscopy by sample freezing.
Thus, this research has elucidated the fundamental aspects of water freezing and contributes to the 
developments of related scientific or technological fields, such as global environment, energy, and 
life science.

研究分野： 分析化学

キーワード： 氷　凍結　凍結濃縮　分光法　凍結圏の環境化学　pH

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　凍結は環境、生命科学、エネルギー科学など重要な先端領域でも重要な役割を果たしている。たとえば、食
品、薬品や細胞の凍結保存、メタンハイドレート、雲や高緯度地域での雪氷圏での物質循環と地球環境への関与
などはいずれも凍結が深く関係している。しかし、凍結系での化学はほとんど解明されていない。本研究では、
不純物を含む水溶液を凍結すると、ほとんどの場合氷と共存する溶液が生じること、その溶液と氷の界面が特異
的な性質を持つこと、これが上記重要分野での凍結に関係すると考え、凍結系での新たな現象を見出し、その起
源を明らかにした。また、凍結系の特徴を生かして新たな高感度、高機能な計測法を開発した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
マイクロ・ナノ化学は、MEMS などによる微細加工技術により格段の進歩を遂げ、バイオ分

析を中心に実用化研究が進められている。数十 nm 程度までの精度良い空間制御が可能であり、
実用化技術への展開だけでなく、基礎化学的な研究も盛んに行われている。その結果、マイクロ・
ナノ空間特有の物理、化学現象が多数見出されている(粘性率の変化、スリップフロー、イオン
伝導の促進など)。壁による効果としてしばしば説明されるが、多くは未解明である。 
一方、代表者らは氷を用いてマイクロ・ナノ化学の推進が可能であることを示してきた。たと

えば、アイスクロマトグラフィーを用いて、氷表面の水素結合特性や計測例のなかった nm オー
ダーの厚さをもつ界面擬似液層を捉え、その温度依存性を明らかにした。また、電解質や糖など
の溶液の凍結条件を整えることで、マイクロ・ナノ空間の高精度サイズ制御が可能であることを
示した。すなわち、温度や溶質濃度の調整により、氷内部では液相プールの大きさを、表面では
液相チャンネルの幅をいずれも 100 nm 程度から数 µm の範囲で制御できることを示した。ま
た、氷と共存する液相では、①シクロデキストリンの光学異性体識別能の増加、②クラウンエー
テルの錯生成定数の 4 桁程度の増加、③擬一次反応の促進、④疎水性相互作用の抑制などの特
異的現象が起こること、空間が小さいときにこれらの現象が顕著になることを見出した。この液
相空間の大きさは、水の特異物性が起きるとされている nm 次元に比べるとはるかに大きい。氷
共存液相が窒素酸化物の輪廻やオゾン層破壊などの大気化学反応でも重要な役割を果たしてい
ることが示唆されているが、氷界面の役割が明確ではなかった。また凍結系での可逆反応の検討
例はなかった。代表者らは、X 線を含む分光分析や電気化学分析法等を用いて氷制限空間での反
応を in situ 計測することで、反応場の特定と可逆反応への適用が可能であることを示した。こ
のように、代表者らは、水溶液の凍結を利用することで、氷で囲まれたナノ～マイクロ空間の次
元を制御し、他の方法では検出すら不可能な現象を捉えることに成功している。 
氷はありふれた物質であるが、多くの未解明現象に関与しており、学術的興味は尽きない。近

年、環境科学、宇宙科学、エネルギー、バイオテクノロジー、材料科学などの分野でも氷やその
関連物質の研究が盛んになっており、氷の基礎物性の解明と新物性の開拓はこれらの先端科学・
技術を支える基盤の一つとなっている。しかし、氷や凍結現象を積極的に機能発現にまで展開し
ようとする研究は、研究代表者らによる検討例を除くとほとんど類例がない。凍結溶液は、巨視
的には固相/液相が安定に共存しているが、ミクロ界面では二相間の相転移が継続的に起こり、
ゆらいでいる特異な系である。このような系では物性が不連続に変化する可能性が示唆されて
おり、水溶液系では液液相転移など議論の多い水の本質に解明につながると期待される。 
 
２．研究の目的 
本研究では、凍結により生じる液相空間サイズとモルホロジーを決定論的に制御するこ

とで、新しい計測化学を展開する。また、次元制御された凍結空間で起きる新現象を発見・
解明すると共に、新たな機能発現に展開する。具体的には、サイズチューナブル分離や氷界
面での相互作用解明への展開などを指向する“氷ナノテクノロジー、氷マイクロ・ナノフル
イディクス”を確立する。また、凍結濃縮に基づく超高感度分析、効率的試料処理システム、
クライオリアクターとしての凍結溶液等の検討を行い、これらを通じて氷界面での物質挙
動を解明する。新たな分離や計測概念の開拓を通じて、水の本質の理解、環境科学、大気化
学、生命科学、食品化学など関連他分野に影響力のある成果を生み出す。 
具体的には、氷界面・液相空間制御、凍結濃縮に基づく高機能化、水の凍結現象の理解と

洞察に関する検討を行う。 
 
３．研究の方法 
 ラマン測定および蛍光による顕微鏡下での測定は、ペルチェまたは低温ステージにより温度
を制御して既設装置を用いて行った。蛍光分光測定、蛍光寿命測定はそれぞれの所有装置の試料
室を改造してペルチェにより温度制御して反射測定により行った。蛍光 X 線分光は、高エネル
ギー加速器研究機構フォトンファクトリーにおいて行った。その他の実験では、ペルチェ、低温
恒温槽、温度制御冷凍庫、低温リアクターなどを適宜用いて温度を制御した。 
 
４．研究成果 
４．１ 氷粒界電気泳動によるタンパク質と氷表面の相互作用 
 生物の中には、不凍タンパク質(AFP)と呼ばれる物質を生産し、低温での細胞凍結を防いでい
るものがある。AFP と氷との相互作用は、AFP 存在下での氷結晶の形状変化から評価されること
が多い。他の方法はほとんどなく、AFP-氷間の相互作用を検討するための実験手法は限られてい
る。以前の検討で、温度や溶質濃度により氷粒界の幅を制御できること、スクロースを用いると



直線上の粒界が調製できること等を見出
し、氷を用いてナノ・マイクロ粒子の大
きさを識別できることを示した。これを
利用して、AFP 修飾したマイクロ粒子の
氷粒界電気泳動で AFP と氷の相互作用を
評価した。 
 スクロース溶液にマイクロ粒子を予め
混ぜておくことで、粒子は自動的にチャ
ンネル内に導入される。この粒子を泳動
させ粒子が動かなくなる温度を探索し
た。種々の条件でこの操作を繰り返し行
うことで、粒子直径に等しいチャンネル
幅を与える温度とスクロース濃度を決定
した。たとえば、−8.0 ℃で 40 mM スクロ
ースを凍結して調製したチャンネルは、
ほぼ 1 µm であった。この条件で、未修
飾、タンパク質修飾 1 µmポリスチレン粒
子の泳動開始電圧を決定した。泳動開始
電場の頻度分布を図 1に示す。未修飾粒子に比べて、BSA 修飾の粒子では約 3 Vm−1、2種類の AFP
を修飾した粒子では 13～17 Vm−1程度泳動開始閾電場が大きくなっている。これは、AFP と氷壁
の相互作用が起きていることを示唆する。閾電場から AFP 修飾粒子に働いている化学的相互作
用力を見積もったところ、AFP-I で 330 pN、AFP-Ⅲでは 65 pN であることがわかった。 
 
４．２ 蛍光測定による FCS での特異的分子集合体生成の評価 
 反射蛍光測定を用いると凍結試料表面付近の FCS を計測することができる。FCS のサイズが小
さくなると、氷界面の影響が大きくなる。蛍光プローブを利用して、この効果を分光学的に検討
した。テトラフェニルエチレンカルボン酸（TPEC）と 6-シアノナフトール(6CN)をプローブとし
て、蛍光分光と蛍光寿命測定により検討を行った。 
 TPEC は単独ではほとんど光らないが、凝集すると高い強度の蛍光を発する、いわゆる凝集発
光性のプローブである。TPEC を含む 200 mM スクロース水溶液を凍結したときに得られた蛍光
スペクトルの温度依存性を図２に示す。低温になるほど蛍光強度が増加し、スペクトルが短波長
シフトしている。低温ほど FCS 体積が小さくなり、FCS 中の TPEC 濃度が増加する。その結果 TPEC
が凝集して J会合体を生じ、凝集発光により蛍光強度が増加する。 
 蛍光最大強度(Imax)と濃縮率(α)の比をとることにより FCS への濃縮による濃度効果をキャン
セルできる。TPEC の集合体の分光特性が一定であれば、Imax/αは凍結溶液の FCS 体積分率( FCS

rel)
に比例すると考えられる。そこで、種々のスクロース濃度、温度で Imax/αを測定し、 FCS

relに対し
てプロットした（図３）。多少のばらつきはあるが、 FCS

rel＜0.06 の範囲では、Imax/α- FCS
rel間に直

線関係が見られる。つまり、この範囲では TPEC の凝集状態があまり変化していないことがわか
る。これに対し、 FCS

relが 0.06 を越えると Imax/α- FCS
relプロットが負の傾きを示している。また拡

大図に示すように FCS
rel＜0.01 でも異なる傾向を示している。蛍光の極大波長は、 FCS

relの減少と共
に短波長シフトしたが、0.06＞ FCS

rel＞0.01 では変化が小さく、 FCS
rel＞0.06 と FCS

rel＜0.01 では変
化が大きかった。 
 これらは以下のように解釈できる。FCS 空間がある程度大きいときには( FCS

rel＞0.06)、FCS の
収縮により TPEC の凝集が進み AIE により蛍光強度が大きくなる。この間、凝集体の構造は FCS

 

図 1 未修飾、タンパク質修飾粒子の泳動開始
電場(E)の頻度分布。 

 

図２ TPEC の凍結蛍光スペクトルの温度変化。
スクロース凍結前濃度、200mM。TPEC 凍結前濃
度、14 µM。励起波長、320 nm。 

 

図３  TPEC の Imax/α の FCS
rel依存性。スクロー

ス濃度、図に記載。温度、−6.0～ −21.0 ℃。 



体積に応じて変化する。しかし、ある程度 FCS
が小さくなると、TPEC 凝集体構造が安定にな
り、FCS がさらに縮んでも一定の凝集状態が
保たれる。これが、図３の直線領域である。ま
た、凝集体構造が変化しないので、蛍光の波
長も変化しない。しかし、さらに FCS が小さ
くなる(VFCS＜0.01)と凝集体が氷壁から圧力
を受け、より密な凝集状態に変化する。した
がって、この領域では蛍光波長も変化する。
これらのことは、蛍光寿命測定から求めた凝
集体の分散度からも支持され、緩い凝集が起
きている領域に比べ、TPEC 分子が氷壁から圧
力を受けている領域では凝集体分散度が小さ
くなっていることがわかった。 
 6CN では全く異なる現象が見られた。図４
に溶液と凍結状態の蛍光スペクトルを示す。
励起状態では 6CN から水へのプロトン移動が
容易になるため、基底状態における酸解離状
態によらず発光は解離種の励起状態から起こ
る。したがって、溶液の pHによらず、常に 440 
nm 付近の解離種からの蛍光が主で、非解離種
からの弱い蛍光が 360 nm 付近に見られる。一
方、6CN の水への溶解度は、−8.0 ℃の 2.5 M 
NaCl 水溶液中で 0.25 mM 程度である。そのた
め、濃度が 1 mM を越えると、解離種の蛍光に
加えて溶けきらなかった固体からの蛍光が 360 nm 付近に見え始め、6CN 濃度の増加と共に強度
が大きくなった。それに対し、凍結状態では、100 mM でも 6CN 固体からの蛍光は観察されず、
また濃縮率(α)が高いほど固体の蛍光が見え始める濃度が高くなった。このことは、凍結により
6CN の溶解度が著しく大きくなっていることを示唆する。また、凍結状態では濃度の増加と共に
スペクトルが短波長シフトした。Alternating Least-Squares 法で分離した成分スペクトルを図
４右側に示す。溶液では励起した解離種と固体からの発光、凍結状態ではこれらに加えて 400 nm
付近にピークを持つ第３の成分が明確に見られることがわかった。 
 蛍光寿命測定を併用して解析したところ、この第３成分は 6CN の凝集体であることがわかっ
た。溶液では、低濃度で固体が生じるのに対し、凍結条件では 6CN の溶解度が高くなり飽和濃度
も高くなる。その結果、溶液条件では見られない凝集体が生じる。さらに、凍結条件では 6CN の
溶解促進が起こるため溶液条件では見られないエキシマーからの発光も含まれていることがわ
かった。 
  
４．３ FCS の pH 
 塩の水溶液を凍結すると、ほぼすべての
イオンが氷結晶から排除され、粒界で FCSま
たは塩の結晶を形成する。しかし、一部のイ
オンが氷結晶に取り込まれる。アルカリ金
属の塩化物塩の場合、塩化物イオンの方が
わずかに氷に取り込まれやすいために氷が
陰イオン過剰、FCS が陽イオン過剰になる。
この電荷不均衡は水の解離により緩和され
る。その結果、水素イオンが氷側に、水酸化
物イオンが FCS 側に供給されるため FCS は
凍結前より塩基性になる。 
陽イオンと陰イオンの取り込みの差で

FCS の pH が変化することから、氷/FCS 界面
と沖合では pH が異なる可能性があると考
えた。そこで、共焦点蛍光顕微鏡を用いて
FCS における pH の不均一性についても検討
した 38)。界面の影響が顕微鏡で見える範囲に広がっているはずがないとの指摘が予想されるが、
これまでの検討結果から FCS の大きさがサブµmレベルでも界面の影響を受けている可能性が示
唆されており、光学顕微鏡の分解能でも界面の影響を視覚化できる可能性があると考えた。FCS
の深さは不均一であり、蛍光強度は場所により異なる。ピラニンを用いると 2つの異なる波長で
励起して得られた蛍光強度比から pH を決定できるため、FCS の深さによる影響を受けない。こ
こでは、405 nm と 473 nm の励起レーザーを用いて FCS の pH 分布を決定した。また、アポクロ
マートレンズを用いることで、2つの励起波長における縦方向の収差を 50 nm まで抑制し、ほぼ
無視できる条件で検討を行った。 

 
図４ NaCl 水溶液中(上段)、凍結 NaCl 水溶液
(下段、α=20 および 200)で測定した 6CN 蛍光ス
ペクトルの 6CN 濃度依存性(左列)と ALS により
分離された成分スペクトル(右列)。 
測定温度、−8.0 ℃。励起、300 nm。 

 
図５ 凍結 NaCl の FCS における pH不均一。 
a, 473nm レーザーによる表面の蛍光画像。b, 
FCS チャンネルの界面 pH計測位置。c, pH マッ
ピング。凍結前濃度、20nM NaCl, 20 µM ピラニ
ン。温度、−7.2 ℃。 
 



 図５に凍結 NaCl 水溶液における、FCS の pH 分布の一例を示す。2つのレーザーで取得した蛍
光画像をデータ処理して pH 分布に変換した。NaCl 水溶液では氷界面付近の pH が高くなる傾向
があることが確認できる。しかし、界面位置が不明である。そこで、蛍光強度が最大強度の半分
になる位置を仮の界面として pH を求め、中央付近の pH と比較した。図５の Interface または
Middle と書かれた線がそれに相当する。中央の pHが 7.09 ± 0.02 (n = 256) 、界面の pH が 
7.33 ± 0.09 (n = 517)であり、約 0.2 界面の pHの方が高かった。他の測定でも同条件では一
貫して 0.2 程度の違いが見られた。この pH 差はわずかであるが、氷/FCS 界面の特性を良く表し
ている。このような pHの不均一は、pH 緩衝成分を加えたり、塩を用いずにグリセロールで FCS
を調製したりすると見られなくなった。このことからイオンの氷への取込が、pH の不均一に関
与していると結論できる。 
 この他、氷の結晶欠損により FCS における pH 緩衝能が生じること、また結晶欠損が氷表面の
荷電を抑制していることを明らかにした。 
 
４．４ 氷結晶に取り込まれたイオンの局所構造 
 FCS の pH と氷結晶へのイオンの取り込みには密接な関係があることを述べた。氷結晶に微量
取り込まれたイオンの実験的な検討例はこれまでに報告されていない。そこで、KCl 水溶液から
成長させた単結晶氷を用いて検討を行った。KCl の場合氷結晶に取り込まれるイオンの濃度は数
十 µMていどであった。、X線吸収微細構造(XAFS)による測定 と DFT 計算を用いて K＋と Cl―の構
造を決定した。その結果、いずれのイオンも、氷結晶中の水 1分子を置換していることがわかっ
た。 
  
４．５ X線分光による凍結電解質溶液のキャラクタリゼーション 
 複数種類のイオンを含む溶液の凍結した際、イオン間の挙動に違いがあるかどうかは非常に
興味深い。複数の遷移金属イオンを含む NaCl 水溶液を凍結して、蛍光 X線(XRF)イメージングを
用いてイオンの濃縮挙動を検討した。これは海洋等における、凍結相へのイオンの取込みのモデ
ルにもなり得る. 
ほとんどのイオンが FCS 中に濃縮されていることがわかった。 
 また、水圏での遷移金属イオンの循環に関与すると思われる三価鉄の水酸化物への吸着挙動
を凍結溶液中で測定し、in situ で吸着率を測定できることを示した。 
 
４．６ 凍結によるラマン分光の高感度化 
 ラマン分光は物質の構造や配向などを測定できる優れた方法であるが、感度が低いという問
題がある。これを克服する方法に表面増強ラマン散乱(SERS)があるが、有効な SERS 基板の調製
が困難であったり、再現性が低かったりする点で、広く用いられる方法にはなっていない。凍結
により、溶質が FCS に濃縮されラマン分光を高感度化できるが、それに加えて凍結濃縮により
SERS を起こす金属ナノ粒子の凝集を促進できる。これを利用して SERS の凍結による高感度化を
検討した。 
凍結による銀ナノ粒子(AgNP)の凝集状態を評価するために、凍結融解前後の AgNP の UV-Vis ス

ペクトルを測定した。AgNP の表面プラズモン共鳴による電子吸収帯のピークは、凝集により吸
収強度の低下やレッドシフトを起こす。その結果、グリセリンやスクロースなどの中性凍結保護
剤の初期濃度に応じて吸収スペクトルが変化することがわかった。また、その結果から、AgNP の
凝集は、凍結濃縮によりその濃度が臨界凝集濃度に達したときに起こり、35 nM を越えると凝集
が起こることを明らかにした。 
クリスタルバイオレット（CV）を試料として、凍結による SERS 高感度化の検証を行った。図

６（a）に 10 nM CV の凍結 SERS スペクトルを示す。比較のため、未凍結時の 100 nM CV の SERS
スペクトルも示した。未凍結時にはほとんどラマンピークが見えていないが、凍結により明確な
ラマンスペクトルが得られていること
がわかる。次に、凍結による SERS 高感
度化における増強度を評価した。SERS増
強度を評価する指標としてEnhancement 
Factor（EF）を求めた。EF を FCS 内の
AgNP 濃度に対してプロットした結果を
図６（b）に示す。AgNP 濃度が臨界凝集
濃度（35 nM）に近づくほど EF は高くな
り、38 nM のときに極大値 1.3×106を示
した。以上の結果から、凍結により FCS
内のナノ粒子濃度を最適化し、凝集を促
すことで SERS による高感度が可能であ
ることがわかった。 
 
 

 

 
図６ (a)CV の凍結 SERS スペクトル、(b) FCS 内
AgNP 濃度と EFの関係。 
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