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研究成果の概要（和文）：本課題では、AFPの最も有効な凍結保存法の確立を目指し、その効果検証およびAFPに
よる氷晶制御のX線ナノスケール計測を実施した。AFPを遺伝子導入した線虫の生存率は、AFPを発現しない線虫
と比較して有意に高いことがわかった。次に、AFPによる氷晶制御の様子を生体内で捉えるX線ナノスケール計測
を実施した。興味深いことに、野生型AFPと機能欠損AFP変異体とで、-5, -10°Cにおける分子ダイナミクスが定
性的に異なる振る舞いを示すことがわかった。AFPによる氷晶成長阻害が凍結保存においても重要な機能の1つと
して働いていることを見出した。

研究成果の概要（英文）：In the current study, I aimed to establish the most effective 
cryopreservation method for AFP. I verified AFP effectiveness and analysed the AFP-ice interaction 
by X-ray nanoscale measurement in vivo. I found that the survival rate of transgenic C. elegans 
expressing AFP at body wall muscles was significantly higher than that of the wld-type control 
animals. Next, X-ray nanoscale measurements were applied to monitor AFP-induced ice crystal 
regulation in vivo. Interestingly, I found that the molecular dynamics of the wild-type AFP and the 
loss-of-function AFP mutant behaved qualitatively differently at -5 and -10°C. These results 
indicate that the inhibition of ice crystal growth by AFP also acts as an important function in 
cryopreservation in vivo.

研究分野：生物物理
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研究成果の学術的意義や社会的意義
不凍タンパク質(Antifreeze Protein: AFP)は、氷晶成長を抑制するユニークな機能をもつ。本研究から、多細
胞生物である線虫の凍結保存において、AFPが有効に働くことがわかった。その分子メカニズムとして、氷晶成
長抑制という機能が動物体内でも発揮している様子をX線ナノスケール計測によって捉えることができた。これ
らの知見は、細胞や組織、臓器に至るさまざまな生体材料の凍結保存において、AFPが効果的に機能する可能性
を示している。将来的に、臓器保存などを課題とする医療・医学分野での技術展開が期待できる。

※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 

凍結保存技術の鍵は、氷晶成長の抑制

である。不凍タンパク質（Antifreeze Protein, 

AFP）は、極地の生物がもつタンパク質で、

例えば菌類由来 AFP は、氷晶結合面（B-

face）をもち、この面が氷に結合することで氷

晶成長を防ぐ特異機能を有する（図 1）。凍

結しても微晶サイズの氷を維持できるため、氷晶による凍結損傷を防いで鮮度をキープできる利点

をもち、産業界でも注目されている物質である。最近では、医療分野においても注目されており、

細胞レベルの凍結保存法として、その有効性が報告されるようになってきた。将来的には、生体組

織や臓器の新規凍結保存技術への応用も期待されている。 

我々は、これまでモデル動物線虫 C．エレガンスを用いて、さまざまな生物由来の AFP を線虫に

遺伝子発現させ、凍結および低温環境における線虫の耐性を調べてきた。その結果、AFP の氷晶

成長阻害という機能が、線虫体内でも有効に働くことを発見した（図 2A）。また驚くべきことに、-5℃

凍結環境における線虫生存率は、野生型 10％以下に対して、AFP を発現する線虫は最大で 70％

以上と非常に高い凍結耐性を示した。

（図 2B）。さらに、機能欠損をもつ AFP 変

異体を線虫に遺伝子導入した所、凍結耐

性の有意な低下が観察され、AFP の氷晶

成長抑制が重要な役割をもつことも見出

した。この AFP による凍結耐性獲得に加

え、氷の発生しない低温でも、AFP が線

虫の生存率を改善することを発見した（図

2C）。 

 
２．研究の目的 

これまでの我々の取り組みから、AFP が線虫という多細胞生物の体内において氷晶成長抑制と

細胞保護という 2 つの機能を発揮することがわかってきた。これらの知見に基づくと、多細胞生物の

凍結保存において AFP が有効に機能する可能性が高い。そこで本研究では、凍結保存における

AFP の効果を in vivo 観察し、その有効性を検証することを目的とした。また、凍結保存において氷

晶制御が重要であることは明らかだが、線虫という動物体内の夾雑環境で形成される氷晶や AFP

の氷晶抑制機能を直接的に観測した研究は皆無であった。我々が考案したＸ線ナノスケール観察

法（Diffracted X-ray Blinking, DXB）を駆使することで、氷晶形状やサイズ、成長速度、さらに AFP

による氷晶制御の描像を明らかにし、AFP の機能的意義を再定義する挑戦的な課題にも取り組む。

これら実験的検証を踏まえ、個体生物（多細胞系）に最適な AFP 凍結保存技術を目指す。 

 

３．研究の方法 
本研究では、AFP による個体生物レベルでの凍結保存効果を in vivo で検証、また AFP の分

子、構造レベルでの作用機序理解を目指す。基礎科学知見に立脚した保存技術を開発することを

目的とした。 



 

 

AFP による凍結保存効果の検証 

3 種類の AFP 分子に着目し、-80℃での凍結保存後の線虫生存率を観察した。魚類 Zoarces 

elongatus Kner (Notched-fin eelpout) 由来 NfeAFP6、アイソフォームの 1 つである NfeAFP8、真菌

類 Antarctomyces psychrotrophicus由来 AnpAFP1a N55D（AnpAFP）を用いた。 

AFP の性能指標として、しばしば Thermal hysteresis (TH) 

活性値が用いられる。AFP 分子を含む溶液の温度が低下

し、融点 Tm に達すると水溶液中に氷核が発生する。融点

Tm以下の温度では、AFP分子が氷晶に結合することで、溶

液中の氷晶成長が阻害され、数 10μm の大きさの微結晶

状態を保ち続ける。さらに温度が低下して凍結開始の臨界

温度 Tf に達すると、氷晶は爆発的な成長をはじめる。しか

し、凍結した AFP 溶液が融解する温度は Tm であるため、

融点 Tm と凝固点 Tf の間に温度ギャップが生じる。この温

度ギャップを TH活性（ΔT = Tm - Tf）と呼ぶ（図 3）。この値

は、AFP 分子量から予測されるモル凝固点降下の影響よりも 500倍以上大きいとされる。NfeAFP6、

NfeAFP8、AnpAFP の TH 活性はそれぞれ約 0℃（0.4mM）、0.5℃（0.4mM）、0.7℃（0.3mM）である。 

これら 3 種類の AFP を線虫体壁筋に

特異的に遺伝子発現する線虫を作出し

た。この AFP 発現線虫を用いて凍結保

存後の生存率を観察した。まず線虫を

NGM（Nematode Growth Medium）プレー

ト上で、十分な餌（Escherichia coli OP50 大腸菌）を用いて 22℃で培養した。よく肥育された線虫を

凍結保存に使用した。新鮮な L1-L4および成虫が大量に存在する NGMプレートを 3-5枚使用し

た。NGMプレートを 1mLのM9バッファーで 2回洗浄し、虫を含むM9懸濁液をコニカルチューブ

に回収した。M9 懸濁液を 5 つのクライオバイアルに 1mL ずつ分注し、1mL の凍結液と混合した。

クライオバイアルは-80℃のディープフリーザーに移した。線虫は-80℃で 1 日以上保存した。生存

率評価では、クライオチューブを室温（RT）に静置し、すべての氷が溶けた後、チューブの中身を

新しい NGMプレートに注いだ。室温（Room Temperature, RT）で 1時間ほど静置し、プレート状の

懸濁液の水分が蒸発した後、線虫の動きや頭部刺激に対する反応に基づき、生死を判定した。生

存率は、5回の試行実験から求めた（図 4）。 

 

X 線分子動態計測法による AFP ナノスケール観測 

回折Ｘ線ブリンキング法（Diffracted X-ray Blinking, DXB）は、金ナノ結晶を標的分子にラベルし、

ナノ結晶由来のＸ線回折輝点から標的

分 子 の運動 を評価す る （ 図 5 ）

（Sekiguchi et al., Sci. Rep., 2018）。本

実験では、まず線虫体内の AFP 分子

標識法を新しく考案した。elt-2 プロモ

ーター遺伝子を利用し、線虫の腸細胞

特異的に AFP を発現させる。AFP 分子

は、膜タンパク質 CD４の N末端側にフ



 

 

ュージョンし、AFP-CD4 コンプレックスとして、細胞膜外に露出するように発現させた。金ナノ結晶

溶液をフィーディング（経口投与）法で線虫腸管に取り込ませ、AFP-CD4 と金ナノ結晶をジスルフ

ィド結合で標識した。研究室X線光源を利用し、DXB 法による線虫 AFP 分子動態計測を行った。

20℃から-10℃まで温度条件を変えた時の AFP 分子動態を in vivo測定した。1 分子の運動と連動

したＸ線回折強度の時系列変化は、自己相関解析（AutoCorrelation Function : ACF）によって分

析し、ACF曲線の減衰定数から 1 分子運動を定量評価した。 

 

４．研究成果 

AFP の凍結保存効果 

AFP による凍結保存効果を検証

するため、凍結保存した線虫の解凍

後生存率を評価した。野生型および

蛍光タンパク質Venusを体壁筋に発

現する線虫生存率は、それぞれ

6.9% および 4.8%であった。一方、

NfeAFP6、NfeAFP8、AnpAFP を体

壁筋に発現する線虫生存率は、

16.2%、12.7%、18.9%だった（図 6）。また、AnpAFP を体壁筋に発現する線虫生存率は、野生型より

統計的に有意に高かった（Kuramochi et al., microPub. Biol., 2023）。 

 

線虫体内 X 線 1 分子計測による不凍タンパク質動態計測 

AFP が生体内部で発生する氷晶と素早く結合することで、氷晶成長を阻害、細胞の凍結損傷を

抑えることで、生存率改善が観察されたと思われる。しかし、実際に生体内での AFP 分子の機能、

氷晶に対する作用を観察しているわけではない。そこで、我々が考案した DXB 法を駆使し、生き

た線虫体内における AFP 分子の動的特性を評価した。ここでは、AnpAFP とその機能欠損変異体

である AnpAFP T156Yを用いた。AnpAFP は、図 1 に示すような三角形断面を持つ 3 枚の平行な

βシート（A 面、B 面、C 面）を持ち、B 面を介して氷晶と結合し、氷晶成長抑制を実現する。一方

で、B 面に T156Y の変異を持つ AnpAFP 欠損変異体は、この変異により氷との結合能が著しく低

下する。生きた線虫体内における AnpAFP-CD4 複合体の動態を DXB 法によって測定した。タン

パク質に標識された金ナノ結晶由

来の時分割 X 線回折像には、

AFP-CD4 複合体（今後、AFP と

呼ぶ）の傾きやねじれといった運

動情報が含まれ、これは自己相

関関数（ACF）から得られる指数

関数緩和 と し て評価で き る

（ Kuramochi et al., Sci. Rep., 

2021）。興味深いことに、野生型

AFP の ACF減衰定数は、温度が

20℃から-10℃に低下したときに

著しく減少した（図 7）。これは運



 

 

動低下を示唆する結果である。野生型 AFP は氷点下で氷晶と結合することにより、AFP-氷複合体

を形成することで、運動低下を示したと考えられる。AFP-氷複合体の回転運動は、AFP 単体の回

転運動よりも遅い。一方、AFP 変異体の ACF 減衰定数は有意な減少は示さず、むしろ-5, -10℃

程度では運動が上昇する結果を示した。AFP 変異体の氷結合部位に変異があると、氷結合能は

著しく低下する。AFP 変異体は氷晶に結合できないため、-5, -10℃における分子の回転運動は

制限されず、むしろ氷晶形成の影響を受け、AFP 分子自身が氷に押し出され、ダイナミクスが激し

くなる可能性が、この結果から読み解けた。実際、野生型 AFP は氷の表面に吸着し、固定される

が、AFP 変異体は氷に結合できず、成長する氷の前面に先立って拡散するという氷ドッキングシミ

ュレーションが複数報告されている（Kuiper et al., eLife, 2015等）。これらシミュレーション結果と一

致して、我々の計測データは、氷点下での野生型 AFP と AFP 変異体の異なる挙動を示すことが

わかった（Kuramochi et al., Biochem. Biophys. Rep., 2022）。さらに、生体内で発生する氷晶由来

の回折像も確認でき、この回折像を分析することで氷晶サイズや氷晶成長過程を評価できることが

わかってきた。現在、最適な測定条件の検討、分析を実施している。 

 

凍結保存における AFP 分子メカニズム 

本研究において、我々は AFP が凍結保存時の線虫生存率を有意に改善することを報告した。

AFP の氷晶抑制機能を踏まえると、おそらく凍結時に発生した生体内部の氷晶に対して、AFP が

瞬時に結合し、その成長を阻害することで、細胞や組織損傷を防ぎ、生存率向上に起因したと考

えられる。実際、DXB 測定による分子動態評価から、野生型 AFP と機能欠損 AFP 変異体とで、-

5, -10℃程度の凍結開始温度における分子ダイナミクスが定性的に異なることがわかった。野生型

AFP は運動低下を示し、変異 AFP は運動上昇を示す。これは MD シミュレーション等の結果とも

一致し、野生型 AFP は瞬時に氷の微結晶に結合し、運動低下するのに対し、AFP 変異体は氷晶

と結合できず、発生した氷晶に押し出されることで運動上昇を示す可能性が高い。凍結保存にお

ける AFP の効果、また生体内の AFP 分子動態の結果を考慮すると、氷晶成長阻害が凍結保存に

おいても重要な機能として働いていることが示唆された。 

凍結保存で用いた 3 種類の AFP、NfeAFP6、NfeAFP8、AnpAFP に着目すると、これらの TH 活

性は異なっており、氷晶成長抑制効果は NfeAFP6 < NfeAFP8 < AnpAFP の順である。線虫生存

率は、AFP 間でも効果に違いがあるようであった。この要因として、AFP 機能や発現量（濃度）と関

連する可能性があり、さらなる検証が必要である。また、AFP の氷晶成長阻害以外の機能に着目

する必要も重要である。近年、AFP は凍結温度だけでなく、低温（非凍結）環境において、細胞保

護機能を示すことが報告されている。氷晶成長抑制だけでなく、非凍結低温における細胞膜保護

も、-80℃凍結保存時の線虫生存率を向上させる重要な因子である可能性がある。最近、我々は、

NfeAFP6 の点変異による不凍活性修飾が、線虫の低温耐性にどのような影響を及ぼすか調べた。

興味深いことに、不凍活性が増強された変異体を合成した線虫は、+2℃曝露後の生存率が劇的

に向上した。一方、不凍欠損変異体の発現系では、生存率は改善されなかった。これらの結果か

ら、おそらく AFP の不凍活性と低温耐性は相関するものと考えられる（Kuramochi et al., Biochem. 

Biophys. Res. Commun., 2022）。AFP は、氷結合機構を巧みに利用することで、細胞膜を保護し、

最終的に AFP含有動物の耐寒性を向上させるのかもしれない。構造特異的な細胞保護機能につ

いて、より詳細な検証を実施していく必要がある。 
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