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研究成果の概要（和文）：代表者らは寒冷地の生物が有する幾つかの不凍蛋白質（AFP）が強力な細胞保護機能を併せ
持つことを見出しCPPと名付けた。本研究では、実用化に最適なCPPを見出す為に様々なAFPの組成、分子構造、不凍・
細胞保護機能等を詳細に解析し、最終的にカレイ由来のCPPを用いてマウス膵島細胞を数日間生かし続ける技術開発に
至った（2013年PLoS ONE)。また、世界初の菌類AFPのＸ線構造解析（2012年PNAS)やCPP3のNMR構造解析（2013年JBNMR
）等に関する基礎と応用の成果を３年間精力的に発表した：論文総数23（うち査読有19）、学会等発表数40（うち招待
講演14）、特許出願数1。

研究成果の概要（英文）：Antifreeze proteins (AFPs) found from many organisms can inhibit ice crystal growt
h for cold-survival. We preliminarily found that some AFPs also show cell-preservation ability and named t
hem CPP (Cell-Preservation Peptide). During the 3-year research period, we have been tested structure-func
tion relationship of various AFPs to obtain the most promising CPP. In 2013, we finally could develop a me
thod to alive rat insulinoma cells for more than 5 days at +4 degree C by using a flat-fish-derived CPP (P
LoS ONE, 2013). In addition, we published the 1st crystal structure of fungal AFP (PNAS, 2012) and structu
re-function of CPP3 based on the multi-dimensional NMR experiments (JBNMR, 2013). Biochechemical character
izations and many applicational results about AFP and CPP were also published: 23 publications (incl.19 pe
er-reviewed articles), 40 presentations (incl.14 invited speeches), and 1 patent claim. 
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
（１）生物の体内では、重合度や組成が異な
る膨大な種類の蛋白質が絶え間なく合成さ
れており、それらの蛋白質は代謝、運動、貯
蔵、免疫反応、構造形成など生命維持に欠か
せない多様な生理機能を担っている。蛋白質
の中には氷結晶に結合してその成長を阻害
する機能を有する種類があり、不凍蛋白質あ
るいはＡＦＰと呼ばれている。代表者らは、
日本国内に生息する魚類、昆虫類、菌類等か
らアミノ酸組成や鎖長が異なる様々なＡＦ
Ｐを発見した。更に、特定種類のＡＦＰが卵
子、上皮細胞、肝臓細胞などの生存率を飛躍
的に高める事を見出し、それらをＡＦＰとは
区別してＣＰＰ（Cell-Preservation Peptide
の頭文字）と呼ぶことにした。なぜＣＰＰは
細胞保護機能を発揮するのか？その機能は
ＡＦＰとしての機能（氷結晶結合機能）とど
の様に関係するのか？実際に、ＣＰＰはどの
くらい細胞の生存率を高めるのか？代表者
らはこれらの答えを得るための種々の研究
プランを練っていた。 
 
（２）ＡＦＰの１種であるＣＰＰは氷結晶結
合機能を有している為、代表者らは同機能を
活用したＣＰＰの大量調製方法を最優先課
題として検討していた。より正確にＣＰＰの
細胞保護効果を調べる上で、僅かなコンタミ
やイオン等を除去する必要があった。代表者
はＡＦＰ（ＣＰＰ）が極地魚類のみならず日
本国内で捕獲され日本人が日常的に目にす
るカレイやワカサギなどの魚類の中にも豊
富に含まれていることを見出していた。そし
て、それらの魚肉を原材料とするＡＦＰ大量
生産技術の開発を進めていた。企業等の協力
も得て複数種類のＡＦＰ（ＣＰＰ）の天然物
と遺伝子組換え物を取得する努力を続け、ま
た構造生物学的手法によりＡＦＰ（ＣＰＰ）
の構造と機能を解明する準備も進めていた。
ＣＰＰが細胞の生存率を改善する効果を検
証する実験システムを構築するとともに、モ
デル細胞となるヒト肝癌細胞株ＨｅｐＧ２
やマウス膵島細胞株ＲＩＮ-５Ｆを必要に応
じて培養増殖する手法の確立を試みていた。
走査型電気化学顕微鏡や共焦点レーザー顕
微鏡を設置して、細胞の状態を観察できるよ
うに備えていた。特に、ＡＦＰが膵島細胞に
及ぼす生存率改善効果を染色法やインスリ
ン濃度測定法により解析する手法を検討し
実験に備えていた。 
 
（３）代表者らはＡＦＰ（ＣＰＰ）が細胞に
対してどのように働くかに関して予備的知
見を得ていた。即ち、Ⅲ型のＣＰＰ（ＣＰＰ
Ⅲ）を代表的な細胞保存液であるユーロコリ
ンズ液（ＥＣ液）に溶解し、その中に浸した
ヒト肝癌細胞ＨｅｐＧ２の状態を走査型電
気化学顕微鏡（ＳＥＣＭ）により観察した。
ＳＥＣＭは観察対象物の表面近くを微小な

探針で走査するもので１個の細胞を電気信
号として捉え画像化することができる。この
方法を用いて測定した１個のＨｅｐＧ２細
胞の高さの経時変化を図１に示す。 
 

 

 
 
このように、ＣＰＰⅢを含まない保存液に浸
した細胞は保存開始から約６時間その状態
を保持しているものの、約８時間を過ぎた頃
から急激に膨張し、約９時間後には破裂死に
至ることが示された（図１Ａ,Ｂ）。この細胞
が保持→膨張→破裂の状態変化を起こすこ
とはＣＰＰⅢを含む液に浸した場合にも同
様に示唆されたが、“保持”の時間はＣＰＰ
Ⅲを含まないときに比べて２倍以上も長く
なった（図１Ａ）。すなわちＣＰＰⅢは細胞
膜表面に吸着し（図１Ｃ）、その膨張を防ぐ
ことによって状態の“保持”時間を延長する
という事が研究開始当初に示唆されていた。 
 
２．研究の目的 
 
（１）種々のＣＰＰの量産手法を開発するこ
と。既にＣＰＰであることが判明した複数の
ＡＦＰについて、細胞保存実験に供する為に
必要なグラム量以上の試料粉末の精製手法
を開発する。通常であれば 10 ミリグラム程
度の蛋白質を作製することで、組成、生理活
性、構造等の基礎的な知見を得る事ができる
が、多くの母集団と繰り返し実験を必要とし、
市販の保存液などに溶解した後は事実上回
収不能となる細胞生存率測定実験にはグラ
ム量以上が必要である。これまでの予備的実
験によってＣＰＰ生産法開発には十分な見
通しがあるが、しかしＣＰＰの高純度品を精
製する過程で使用する緩衝液の成分や天然
物あるいは大腸菌由来の微量の夾雑物（コン
タミ）それ自体が、保存対象となる細胞の生
存率を低下させ、死滅させてしまう懸念があ
るため、これらの安定的除去法を含むＣＰＰ
量産手法を開発する必要がある。 
 
（２）種々のＡＦＰについて３次元分子構造
を解明すること。ＡＦＰの構造を比較するこ
とで、細胞保護性能を有するＡＦＰ（=ＣＰ
Ｐ）とそうでないＡＦＰの違いを明らかに出
来る可能性がある。氷結晶結合活性に関して
は、僅か１アミノ酸残基の違いが活性を大き
く変化させることが知られている。また分子
表面に存在する結合水の数がＡＦＰによっ
て異なる等の予備的知見もあり、構造解明は
ＣＰＰの機能発現メカニズムの検討を可能

図 1. SECMによるHepG2細胞の経時観察結果 



にすると言える。ＣＰＰが分子表面にある結
合水を通じて細胞表面の水分子に何らかの
働きかけをする可能性も考えられる。このよ
うな細胞保護メカニズムの議論に必要な構
造情報の取得が研究目的の一つである。 
 
（３）ＣＰＰが発揮する細胞保護性能の限界
を明らかにすること。本研究では（１）で作
製したＣＰＰを比較的単純な組成からなる
一般的な細胞保存液に溶解したもの（ＣＰＰ
液）を作製し、同液を用いてモデル細胞を＋
４℃下で保存して、その生存率の経時変化を
明らかにする。ここで従来の細胞保存液を用
いた場合でも、細胞は２４〜７２時間程度で
あれば生存可能とされる。従って、同保存液
にＣＰＰを添加したときに、細胞の生存時間
が９０〜１２０時間（あるいはそれ以上）更
に延長されるのか否かを明らかにしたい。ま
た、注目する細胞の生存率がＣＰＰ（ＡＦＰ）
の種類に依存して異なるのかどうかを明ら
かにしたい。 
 
３．研究の方法 
 
（１）ＡＦＰ（ＣＰＰ）量産手法の開発。既
に捕獲したカレイやワカサギなどのＡＦＰ
生産魚種を用いて筋肉すり身懸濁液を調製
し、同液から夾雑物を除去してＡＦＰあるい
はＣＰＰだけを分離抽出する方法を検討す
る。また、大腸菌やメタノール資化性酵母な
どを宿主に用いてＣＰＰの遺伝子組換え体
を発現して精製する方法も検討する。ベクタ
ーの最適コドンへの置換、重複コピー領域の
導入、宿主の選択、高密度培養の利用なども
併せて検討する。精製過程におけるＣＰＰの
有無は顕微鏡により氷結晶結合機能をアッ
セイすることで微量かつ瞬時に判定できる。
精製試料の安全性を確保する為の手法を検
討しエンドトキシン試験も実施する。 
 
（２）ＡＦＰ（ＣＰＰ）分子構造解析。上記
の量産手法を用いて作製したＡＦＰの天然
物と遺伝子組換え体の結晶を結晶化キット
により作製する。つくば放射光実験施設並び
に大型放射光実験施設 Spring-8 を用いてＸ
線回折実験を行う。また 13C グルコースと 15N
塩化アンモニウムを栄養源として含む最少
培地により遺伝子組換え体の発現を行う事
により 13C/15N ラベル化ＡＦＰを作製する。こ
の試料に対して現有の高分解能ＮＭＲ装置
を用いて多次元ＮＭＲスペクトルを取得す
ることによりＡＦＰ（ＣＰＰ）の構造情報を
取得し水溶液構造を決定する。ＮＭＲとＸ線
のいずれの構造解析にも研究室内に構築し
たデータ解析システムを使用する。 
 
（３）ＣＰＰ細胞保護性能の解析。ＣＰＰを
溶かした既存の細胞保存液の中にヒト肝癌
細胞株ＨｅｐＧ２やマウス膵島細胞株ＲＩ
Ｎ-５Ｆを浸し、走査型電気化学顕微鏡や共

焦点レーザー顕微鏡を用いて各細胞の状態
を観察する。更に、ＣＰＰが膵島細胞に与え
る生存率改善効果を染色法やインスリン濃
度測定法により解析する。 
 
４．研究成果 
 
（１）ＡＦＰ（ＣＰＰ）量産手法の開発。共
同研究先企業より提供を受けたカレイ等魚
体の筋肉すり身由来の 10〜30％純度のＡＦ
Ｐ（ＣＰＰ）粗精製品を原材料とすることで
約 92％純度の高純度品を精製する技術を開
発した。ＨＰＬＣ等の微量精製法を使わず、
活性炭や樹脂を入れたビーカーに蛋白質溶
液を注入溶出する等の大容量･高効率の精製
技術を取り入れ、１週間でグラム量の蛋白質
を生産する実験システムを作成した（図２）。
大腸菌を宿主として用いた遺伝子組換え体
の発現精製システムも併せて構築した。従来
のＣＰＰ天然物について見出された遺伝子
を大腸菌のコドンに変換したものを作成し
たほかプロモータ遺伝子や培養条件の最適
化を図った。更にキノコ類ＡＦＰの天然物と
組換え体の精製法を検討したほか、最少培地
による 13C/15Nラベル化蛋白質の発現と精製も
行い異種核多次元ＮＭＲ実験用サンプルと
した。こうした試料作製方法の確立が全ての
研究成果をもたらす基礎になった。 

 
 
特に、細胞保存実験用ＣＰＰの純度をＳＤＳ
電気泳動と逆相クロマトグラフィーにより
精査し、さらにエンドトキシン試験と培養細
胞株を使った細胞毒性試験により精査した。
エンドトキシン量は血液透析などに用いら
れる使用基準と同等の低い値であり、試料が
十分な安全性を有することが示唆された。 
 
（２）ＡＦＰ（ＣＰＰ）分子構造解析。魚類
Ⅰ型並びにⅢ型ＡＦＰに細胞保護効果が確
認された為、これらをＣＰＰⅠ並びにⅢと呼
んでＡＦＰと区別した。ＣＰＰⅢの 13C/15N ラ
ベル化ＡＦＰの作製に成功し、多次元パルス
ＮＭＲ実験とスペクトル解析を行って水溶
液構造を決定した（図３左）。また、ＣＰＰ
としての機能が期待されているキノコ類Ａ
ＦＰの分子構造を世界で始めて決定するこ
とにも成功した（図３右）。いずれの分子表
面にも氷の単位格子様に配置した結合水の
組が存在している事が示唆され、４℃の低温

図 2. 量産されたＡＦＰ（ＣＰＰ）の高純度試料． 



下に晒された細胞表面を覆う氷様配座をも
つ水分子をＡＦＰ（ＣＰＰ）が選択的に認識 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
して結合する可能性が示唆された。これらの
結果に加え、新規に取得した魚類ＡＦＰの遺
伝子とアミノ組成の解析、蛍光ラベルＡＦＰ
（ＣＰＰ）が吸着した氷結晶表面や細胞表面
の検出技術、ＡＦＰ氷結晶形状修飾能の制御
技術、ＡＦＰ様機能を有する合成多糖類の開
発などに関して多くの知見を得て論文並び
に学会等で発表するに至った。 
 
（３）ＣＰＰ細胞保護性能の解析。市販の細
胞保存液は、無機塩、グリセロール、糖、ア
ミノ酸などを含み、細胞の周囲の浸透圧や pH
を整えてなるべく生体内に近い環境を作る
働きをする。そこで、タンパク質を含まない 
 

 
 
 

 

 
 
 

 
 
 
 
市販の細胞保存液に各種ＡＦＰを溶かした
液を用いた場合のマウス膵島細胞の生存率
を調べた。ＡＦＰとしてはカレイ由来のＡＦ
ＰⅠ、ワカサギ由来のＡＦＰⅡ、タラ由来の
ＡＦＧＰなどを用いた。対照実験には、細胞
保護効果があることで知られるウシ血清ア
ルブミンやトレハロースを細胞保存液に溶
解したものを用いた。実験は、37 ℃で培養
したマウス膵島細胞を 10 mg/ml 濃度の不凍
タンパク質を含む細胞保存液に浸し4 ℃の冷
蔵庫内で保存して行った。実験開始時の生細
胞数を 100 %として、保存開始から 24、72、
120 時間後の生細胞の割合（%）を調べた。 
 
 図４は、市販の細胞保存液（●）にＡＦＰ

Ⅰ(○)、ＡＦＰⅡ(△)、ＡＦＧＰ(◇)、トレ
ハロース(■)、ウシ血清アルブミン(▲)を溶
かしたものを調製し、各々に約 100,000 個の
マウス膵島細胞を浸漬したときの生存率の
時間依存性を示したものである。このように、
特にカレイ類がもつ不凍タンパク質（ＡＦＰ
Ⅰ）を用いたとき に、120 時間後で約 60 %
という高い生存率が得られた。これに対し、
ウシ血清アルブミンやトレハロースを用い
たときには、膵島細胞は 72 時間以内にほぼ
死滅した。更に、このＡＦＰⅠを含む細胞保
存液を用いて120時間非凍結温度下で保存し
た膵島細胞を体温付近（37 ℃）に戻したと
ころ、保存前と同レベルのインスリン分泌能
力を保っていることが判明した。こうしてＡ
ＦＰⅠがＣＰＰとして働くことが示された。 
 本研究では更に共焦点レーザー顕微鏡を
用いてＣＰＰ（ＡＦＰⅠ）が細胞に結合する
様子を観察した。ＣＰＰを蛍光物質で標識し
た溶液にマウス膵島細胞を浸し、1 時間経過
した後の顕微鏡画像を図５左に示す。このよ
うに、ＣＰＰは膵島細胞の細胞膜にまんべん
なく吸着していることが確認された。また、 
蛍光色素でウシ血清アルブミンを標識した
ものを用いて同様の実験を行ったところ、カ
レイ由来のＣＰＰの細胞膜への結合能力は
ウシ血清アルブミンよりもはるかに優れて
いることが判明した（図５右）。 

 

 
 
従来の細胞保存液に浸された細胞は、時間経
過と共に膨張して最終的に破裂し機能を失
うことが示唆されている。従って本実験結果
はＡＦＰⅠが細胞膜に吸着して細胞の膨張
とそれに続く破裂を抑制し、結果的に細胞機
能を維持できる期間を延長すると推察され
た（図５）。 
 精製したＡＦＰ（ＣＰＰ）試料に対する純
度検定やエンドトキシン検査の結果から、本
研究で用いたＡＦＰ(ＣＰＰ)の食用魚類由
来天然物試料ならびに遺伝子組換え体の安
全性が確かめられた。もしも同試料が副作用
を示さずに細胞膜を保護するだけの機能を
示すのであれば、これを従来ある様々な細胞
保存液に添加するだけで、同液にＣＰＰの細
胞保護効果がプラスされる可能性がある。マ
ウス膵島細胞について観察された今回の不
凍タンパク質の保護効果はヒトの膵島に対
しても同様に発揮されることが期待される。
本研究はまた血小板や細胞シートなど凍結
に不向きな細胞（群）の非凍結状態における

図3. 魚類Ⅲ型ＣＰＰとキノコ類ＡＦＰの分子構造．

図 4.マウス膵島細胞の生存率の経時変化プロット．

図 5.共焦点レーザー顕微鏡による細胞観察結果． 



保存時間を延長する技術をもたらす新たな
可能性を示した。 
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