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昆虫由来不凍タンパク質の氷結晶結合機能と
細胞保護機能

山内 彩加林1)，津田 栄2)

2023 年 2 月 3 日受付，2023 年 2 月 8 日受理

一部の生物は氷点下にもなる低温環境に生息し，凍結や低体温のリスクに晒されるにも関わらず，
生命活動を維持することができる．なぜこれらの生物は凍結障害や低温障害を受けずに生命活動を維
持できるのだろうか？ 不凍タンパク質（Antifreeze protein：AFP）は寒冷な環境に生息する様々な
魚類・昆虫・植物・微生物等で見出される低温適応タンパク質の 1 つである．AFP は氷に結合しその
成長を抑制する機能（氷結晶結合機能）と，細胞膜に結合し低温障害から細胞を保護する機能（細胞
保護機能）を有する．AFP の両機能は低温下におけるこれら生物の生命維持に重要な役割を果たす
と考えられている．本稿では，昆虫由来 AFP を中心に，AFP の氷結晶結合機能と細胞保護機能につ
いて紹介する．

The ice-binding and cell-protection function of insect-derived antifreeze protein

Akari Yamauchi1 and Sakae Tsuda2

Some organisms can be alive in cold environment even below 0℃, in spite of the risk of freezing and hypothermia.
How are these organisms able to maintain their life without freezing injury and cold damage? Antifreeze proteins
(AFPs) are one of cryoprotective proteins found in various cold-adapted fish, insects, plants, and microorganisms living
in cold environments. AFPs can bind to single ice crystal and inhibit its growth (ice-binding function). Moreover, AFPs
can prolong the life-time of mammalian cells at low temperature through its binding to lipid bilayer (cell-protection
function). Both functions of AFPs are thought to play important roles in sustaining the life of these organisms at low
temperatures. In this paper, we introduce the ice-binding and cell-protection functions of insect-derived AFP.

キーワード：低温適応，不凍タンパク質，熱ヒステリシス，細胞保護，オオクワガタ
Cold-adaptation, antifreeze protein, thermal hysteresis, cell-protection, Dorcus hopei binodulosus

1. はじめに

不凍タンパク質（Antifreeze protein：AFP，氷結晶結

合タンパク質とも呼ばれる）は，低温環境に生息する魚
類，昆虫，植物，バクテリア，菌類等から見出されてい
る低温適応タンパク質の 1 つである（Davies, 2014;
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Voets et al., 2017）．AFP は 0℃以下でも凍らない水，す
なわち過冷却水中に生じる単結晶氷に結合し，その成長
を抑制することにより溶液の凝固点を降下させる氷結晶
結合機能を有する（DeVries &Wohlschlag, 1969）（図 1）．

AFP は生物種ごとに異なる先祖タンパク質が何度も
変異を繰返すうちに氷結晶結合能を獲得するよう進化

（収斂進化）したと考えられている（Graham et al., 2022）．
そのため，各生物種の AFP はアミノ酸配列・3 次元構
造・分子量・氷結晶結合部位・氷結晶結合機能が大きく
異なる（Davies, 2014）（津田の稿参照）．氷結晶結合機
能の相違は，1）結合する単結晶氷の面，2）氷結晶の形
状修飾能，3）熱ヒステリシス活性等が挙げられる．以下
簡単に説明する．

1）結合する単結晶氷の面：単結晶氷を構成する面は基
底面・第 1 プリズム面・第 2 プリズム面・ピラミダル面
が代表的であるが（Mahatabuddin & Tsuda, 2018; Hew
&Yang, 1992; Olijve et al., 2016），これらのうちどの氷結
晶面を認識するのかは AFP ごとに異なる（Rahman et
al., 2019）．全ての氷結晶面に結合できる AFP は，氷結
晶のどの面からの成長も抑制できるため，氷結晶結合機
能は強いことが多い．

2）氷結晶の形状修飾能：AFP は結合する氷結晶面を

反映した，単結晶氷の形状修飾を行う（Basu et al., 2014;
Takamichi et al., 2009; Scotter et al., 2006）．例えば，
AFP を含まない溶液中の単結晶氷は円盤型を呈するが，
AFP を含む溶液中の単結晶は，AFP が一部の結晶面に
結合する場合はバイピラミッド型（Takamichi et al.,
2009），全ての結晶面に結合する場合はレモン型を呈す
る（Scotter et al., 2006）．

3）熱ヒステリシス（Thermal Hysteresis：TH）活性：
AFP は単結晶氷に結合し，その融点を変えずに凝固点
のみを降下させる．AFP の不凍活性指標として，TH 活
性が用いられる．TH は，単結晶の融点（氷結晶が溶け
始める温度）から凝固点（氷結晶が急激に成長する温度）
を差し引いた値であり，融点と凝固点の差を示した値で
ある．例えば，TH 活性＝ 3℃の AFP は，融点が 0℃の
時，－3℃まで氷の成長を抑制できることを意味する．
AFP は TH 活性を指標に，中活性型（mM 濃度の AFP
存在下で TH 活性が 2℃以下）・高活性型（�M 濃度の
AFP 存在下で TH 活性が 2℃以上）に大きく分類される

（Scotter et al., 2006; Celik et al., 2010; Barrett, 2001;
Takamichi et al., 2007）．

上記の物理的特性の違いに加えて，AFP はアミノ酸
配列が僅かに異なる分子（アイソフォーム）が複数存在
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図 1：不凍タンパク質の氷結晶結合機能．
AFP 非存在・存在下の過冷却水中に生成する単結晶氷の形状および TH を示す．TH は凝固点（Tf，氷結
晶が急激に成長し始める温度）と融点（Tm，氷結晶が融解し始める温度）の差を指す．（上段）純水 /AFP
不含の溶液：過冷却水中に生成する単結晶氷を顕微鏡下で観察すると，円盤状の氷結晶が観察される．
Tm と Tf は同じ値であり，冷却すると氷結晶はすぐに大きく成長する．（中段）中活性型 AFP：中活性型
AFP（主に魚類 AFP）存在下では，バイピラミッド型の氷結晶が観察される．約 1.5℃の範囲で氷結晶の
成長を抑制する．（下段）高活性型 AFP：高活性型 AFP は氷結晶の成長を抑制できる温度範囲が広く，
�M 濃度で 2℃～7℃の TH 活性を有する．例えば昆虫 AFP 存在下の過冷却水中にはレモン型の氷結晶が
観察される．



する．異なる生物種では AFP のアイソフォーム数が異
なるとともに，同種が有する各アイソフォームの氷結晶
結合機能も異なる（Takamichi et al., 2009）．さらに，魚
類 AFP は氷結晶だけでなく，細胞の脂質二重膜にも結
合し，細胞を低温障害から保護するという，氷結晶結合
機能だけでは説明がつかない細胞保護機能に関する報告
もある（Rubinsky et al., 1990）．本稿では，こうした
AFP が有する氷結晶結合機能と細胞保護機能について，
近年我々が発見した昆虫 AFP に関する知見を基に紹介
する．

2. 無脊椎動物（昆虫）由来不凍タンパク質の
構造

無脊椎動物由来の AFP はその多くが高活性型であ
り，厳しい寒冷環境に生息する宿主の生存に重要と考え
られている（Graether & Sykes, 2004）．これまで甲虫（革
質化した堅い前翅（まえばね）が背中を覆っている昆
虫）・蛾・カミキリムシ・トビムシ等で AFP の発現が確
認された．ここでは，既報の無脊椎動物 AFP について
構造的特徴とともに紹介する（図 2）．

昆虫 AFP は 1997 年にチャイロコメノゴミムシダマ
シの幼虫（ミールワーム，Tenebrio molitor）で初めて確
認された（Graham et al., 1997）．チャイロコメノゴミム
シダマシは夜間に－5℃以下の気温となる砂漠地帯に生
息する甲虫である（Duman, 1982）．チャイロコメノゴ
ミムシダマシ由来の TmAFP は 9 つのアイソフォーム

（Mw ＝ 8.4-12 kDa）が存在し，いずれも 12 残基のアミ
ノ酸配列（TCTxSxNCxxAx，x は任意のアミノ酸配列）
の 7～11 回の繰返しからなる右巻き � らせん構造を有す
る（Duman & Newton, 2020）．TmAFP の有する Thr-
Cys-Thr（TCT）モチーフは氷結晶結合部位を形成する
と考えられている（詳しくは本稿 3 章を参照）．TCT モ
チーフを有するタイプの AFP は他の 3 種類の甲虫類で
も確認された（Dendroides canadensis, Anatolica polita
borealis, Microdera punctipennis dzungarica）（Duman et
al., 1998; Ma et al., 2009; Qui et al., 2010）．また，北米や
カナダに生息する蛾であるトウヒノシントメハマキ

（spruce budworm, Christoneura fumiferana）由 来 の
CfAFP（SbwAFP，Mw ＝ 9 kDa）は，TmAFP と似た
Thr-X-Thr（TXT，X は任意のアミノ酸）モチーフを有
し，15 残基の繰返し配列からなる左巻き � ストランド構
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図 2：各種無脊椎動物（昆虫）AFP の構造．
代表的な 4 種類の無脊椎動物 AFP について，立体構造・モチーフ配列・特徴・同じタイプの AFP を発現
する生物種の例を示す．甲虫 Tenebrio molitor 由来 TmAFP（PDB code: 1EZG），蛾 Choristoneura
fumiferan 由来 CfAFP（PDB code: 1M8N），カミキリムシ Rhagium inquisitor 由来 RiAFP（PDB code:
4DT5），トビムシ Hypogastrura harveyi Folsom 由来 SfAFP（PDB code: 2PNE）．これらの無脊椎動物
AFP は高活性型 AFP に分類される．



造を有する（Tyshenko et al., 1997; Graether et al., 2000;
Liou et al., 1999; Liou et al., 2000）．カミキリムシの一種
である Rhagium inquisitor はヨーロッパ全域やシベリ
アの極寒地に生息し，トウヒやマツ等の枯れた枝や切り
株の樹皮の下で越冬する（Zachariassen & Husby, 1982;
Kristiansen et al., 1999）．Rhagium inquisitor が発現す
る RiAFP（Mw ＝ 13 kDa）は，平坦な � らせん構造か
らなる（Kristiansen et al., 2011）．RiAFP は Thr-X-Thr-
X-Thr-X-Thr（TXTXTXT）モチーフを含む 13 残基の
配列が 6 回繰返されており，2 列の � シート構造が薄い
板状に張り合わされた構造を有する．RiAFP は 100 �M
よりも低い濃度で 6.5℃という非常に高い TH 活性を示
し，AFP の中でも活性が極めて高い分子として知られ
る．また，尺蛾（Campaea perlata）の幼虫（シャクトリム
シ，inchworm）も RiAFP と同じタイプの AFP（IwAFP，
Mw ＝ 3.5-8.3 kDa）を発現する（Lin et al., 2011）．

昆虫に近縁な種とされるトビムシからも AFP が発見
されている．トビムシは腹部の跳躍器によりよく飛び跳
ねる性質を有し（跳び虫），特に冬の雪上で観察される種
はユキノミ（snow flea, Hypogastrura harveyi Folsom）と
して知られる．ユキノミは分子量の異なる 2 つの AFP
アイソフォーム（SfAFP，Mw ＝ 6.5 kDa・15.7 kDa）を
発現する（Graham & Davies, 2005）．6.5 kDa のアイソ
フォームは 6 つの逆並行左巻きポリプロリン II（PPII）
ヘリックス構造を有しており，親水性部位と疎水性部位
が逆方向を向いた構造をとる（Pentelute et al., 2008）．
また，15.7 kDa のアイソフォームも同様の構造を有す
ると予測されている（Mok et al., 2010）．SfAFP には
TXT モチーフが存在しない代わりに Gly に富んだアミ
ノ酸配列を有し，TH 活性は 5.8℃と高い値を示す．ま
た最近，北海道に生息するユキノミ（Granisotoma
rainieri）も Gly に富んだ配列を有する GrAFP を発現す
ることが報告された（Scholl et al., 2021）．X 線結晶構造
解析の結果から，GrAFP はヘリックスバンドル構造で
あり，その構造は SfAFP に似ているものの，ヘリック
スの数が 6 ではなく 9 つである点が異なることが示され
た．

3. 越冬昆虫オオクワガタ由来AFP

既報の高活性型昆虫 AFP の多くは北米やシベリアな
どの極低温環境に生息する種から発見されたものであ
る．一方で，日本も冬季には 0℃以下の低温となる環境
であり，多くの越冬昆虫が生息する．例えば，冬の北海
道における越冬昆虫を調べた研究では，甲虫類，ハチ類，

蛾類，ハエやアリが越冬するという報告がある（Asahina
& Ohyama, 1969）．これら越冬昆虫の中で最も確認され
た種は甲虫類であり，甲虫類は雪の降り積もった木の根
株で越冬することが確認された．しかしながら意外に
も，日本産越冬昆虫の AFP についての報告はほとんど
ない．そこで我々は，日本全国に生息する代表的な越冬
甲虫であるオオクワガタ（Dorcus hopei binodulosus）に
着目し，その AFP 探索と機能解析を試みた（Arai et al.,
2021）．

オオクワガタは一般家庭でもペットとしての人気が高
く，その飼育方法が確立しており，研究室内で繁殖させ
ることも比較的容易である．オオクワガタは，卵→ 1 齢

（初齢）幼虫→ 2 齢幼虫→ 3 齢（終齢）幼虫→蛹→成虫と
いう成長過程を辿る．一般に，オオクワガタは夏に交配
し，秋になると雌がコナラ等の朽ち木をかじり，穴を作っ
てそこに産卵する．我々はオオクワガタの雌雄を購入し
ペアリング後，コナラの朽ち木を入れたケージで雌を飼
育し，51 個の卵を得ることに成功した．卵は産卵から約
1 カ月後に孵化し，体長数 mm サイズの 1 齢幼虫が生ま
れた．1 齢幼虫は自身の周囲にある木を食餌として食べ
て成長し，約 1 カ月後に体長 25 mm 程度の 2 齢幼虫へ
と成長した．この 2 齢幼虫を菌糸瓶に入れて 25℃で 2
か月間飼育し終齢幼虫になるまで飼育した．オオクワガ
タは幼虫期の大半を終齢幼虫として過ごし，終齢幼虫の
まま越冬することが知られる．我々は，オオクワガタの
終齢幼虫において AFP が発現しているか否かを調べる
ことにした．

ある生物が AFP を発現しているかどうかはその体
液/血液中に観察される氷結晶の形状および TH 活性を
確認することで判断できる．我々はまず，オオクワガタ
の終齢幼虫を 25℃，10℃および 4℃に設定したインキュ
ベーターに入れ 2 か月間飼育後，各幼虫の体液を回収し
た．各幼虫の体液を温度調節機能付き光学顕微鏡のス
テージ上にセットし，－20℃まで冷却し完全に凍結させ
た後，少しずつ昇温し，視野内に 1 つの単結晶氷を作成
し観察した．その結果，10℃および 4℃で低温馴化させ
た幼虫の体液中にはレモン型の氷結晶が観察された

（Arai et al., 2021）．特に 10℃で低温馴化させた幼虫の
体液の TH 活性は約 4℃であり最も高かった．TH 活性
の強さは AFP の濃度に依存することから（Kristiansen
& Zachariassen, 2005），10℃で低温馴化させた幼虫は高
濃度の AFP を含むことが示唆された．オオクワガタは
雪の降り積もった木の根株で越冬することが知られる
が，その木の根株の温度は－5℃にもなる（Asahina &
Ohyama, 1969）．オオクワガタの越冬における AFP の
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役割について知見を得るため，10℃で飼育した幼虫
（AFP を発現させた幼虫）を－5℃および－10℃の冷凍
庫で 1 日保存し，室温に戻した後の回復率を確認した（図
3A）．－5℃で保存した幼虫は 10 匹中 10 匹が凍結せず，
室温に戻した後も活発に動き回ることが確認された．一
方，－10℃で保存した幼虫（10 匹/10 匹）は全て凍結し
生き返ることはなかった．また，幼虫の体表面を水で軽
く濡らし凍結を起こりやすくした（植氷，宇高の稿参照）
条件で，－5℃で保存した幼虫（3 匹/3 匹）も凍結死した．
昆虫には凍結を回避し越冬する凍結回避型と，凍結して
も 死 な ず に 越 冬 で き る 耐 凍 型 の も の が い る

（Zachariassen & Kristiansen, 2000; Duman, 2001;
Vrielink et al., 2016）（泉の稿参照）．我々の結果は，オオ
クワガタは季節的な外気温低下に伴い越冬に備えて
AFP を発現し，体液中に AFP を初めとする凍結保護物
質を蓄積することにより越冬を可能にする凍結回避型昆
虫ということを示唆する．

続いて，オオクワガタが発現する AFP のアミノ酸配
列情報を取得するために，cDNA ライブラリを構築し
た．既報の昆虫 AFP のアミノ酸配列を参考に，オオク
ワガタの AFP を探索した結果，12 残基のアミノ酸配列

（TCTxSxNCxxAx）の繰返しからなるタンパク質が発
見された（以下，DhbAFP とする）．DhbAFP は 12 残基
のアミノ酸配列の繰返し回数が異なる，少なくとも 6 種
類のアイソフォーム（DhbAFP1-6）の存在が示唆された．
DhbAFP と チ ャ イ ロ コ メ ノ ゴ ミ ム シ ダ マ シ 由 来
TmAFP のアミノ酸配列を比較した結果，どのアイソ
フォームも 82％以上の相同性を示した．さらに
DhbAFP が不凍活性を有するかを確認するために，
DhbAFP の大腸菌発現系を構築し，各種クロマトグラ
フィーにより組換え DhbAFP を精製した．組換え
DhbAFP は 150 �M 濃度で約 3℃の TH 活性を示し，単
結晶氷の全ての面（プリズム面，ピラミダル面，基底面）
に結合することが確認された．これらの氷結晶結合機能
は，高活性型 AFP である TmAFP の特徴とよく一致し
た（Liou et al., 2000; Basu et al., 2014）（本稿，1 章と 2 章
参照）．以上より，日本産越冬昆虫であるオオクワガタ
の AFP のアミノ酸配列を同定し，DhbAFP が高活性型
AFP であることが明らかとなった（Arai et al., 2021）．

DhbAFP の氷結晶結合メカニズムに関する知見を得
るために，TmAFP の X 線結晶構造データを元に
DhbAFP のモデル構造を構築した（図 3B）．DhbAFP
は（TCTxSxNCxxAx）で 1 巻きする，� シートがらせん
状に積み重なった右巻き � らせん構造を示した（図 3C）．
DhbAFP は四角柱状の外形を呈しており，TCT モチー

フが 7 列連なる規則性に富んだ面の中央には長い溝が確
認された．TmAFP の結晶構造解析の結果では，この長
い溝に水和水が直線状に配置することが報告されている

（Liou et al., 2000）．また TCT モチーフの Thr 側鎖の
OH 基は直線状に配置しているため，TmAFP の分子表
面には水分子と OH 基が 3 列に規則的に配置し，平面性
の高い分子表面を構成する（Graether & Sykes, 2004）．
これらの整列した水分子と OH 基の酸素原子（O 原子）
の配置は，単結晶氷の基底面やプリズム面を構成する水
分子（O 原子）の配置と完全に一致する（Liou et al.,
2000）．これまでの複数の既報から，AFP は自身の分子
表面に宿した氷様の水分子（単結晶氷と配置の一致する
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図 3：オオクワガタ AFP（DhbAFP）の氷結晶結合機能．
（A）オオクワガタ Dorcus hopei binodulosus 終齢幼虫の－5℃
下 1 日保存実験．低温馴化（10℃，2 か月）により AFP を体
液中に発現したオオクワガタの終齢幼虫は，－5℃下で 1 日
保存しても凍結死せず，室温に戻すと完全に回復する．
－10℃および－5℃＋植氷条件下ではオオクワガタは凍結死
する．オオクワガタは AFP により凍結を回避し越冬すると
考えられる．（B）DhbAFP のモデル構造．（C）DhbAFP の
TCT モチーフ．12 残基のアミノ酸配列（TCTxSxNCxxAx）
で一周する右巻き � らせん構造を有する．水色の球は OH 基
および水分子の O 原子を示す．TCT モチーフには Thr 側鎖
の OH 基（両端）と中央の長い溝の水分子が 3 列に規則的に
並ぶ．（D）DhbAFP の氷結晶結合メカニズムの模式図．3 列
に規則的に並んだ水分子（O 原子）は氷結晶を構成する水分
子（O 原子）の配置と一致する．DhbAFP モデル構造構築に
は TmAFP（PDB code: 1EZG）をテンプレートとして使用．
Arai et al., 2021 を一部変更して引用．



水分子）を介して，氷結晶に結合すると考えられている
（Garnham et al., 2011; Chakraborty & Jana, 2018;
Yamauchi et al., 2020）．DhbAFP は TmAFP とアミノ
酸配列（相同性は 85％以上）・氷結晶結合機能（結合する
結晶面や TH 活性）が非常によく似ていた．これらを考
え合わせると，DhbAFP は TmAFP と同様に，TCT モ
チーフをもつ分子表面が氷結晶結合部位であり，その分
子表面に宿した高度に組織化された氷様の水分子を介し
て，氷結晶に結合しその成長を極めて強く抑制すると考
えられる（図 3D）．

4. AFPの細胞保護機能

低温は生物を凍結の危機に晒すだけでなく，凍結せず
とも細胞に障害を与える可能性がある．特に，哺乳動物
は体温が 37℃付近に維持される恒温動物であり，低体温
下で長時間生存することは困難である．その組織や細胞
はそれより低い低体温に長時間陥ると，様々な低温誘導
性障害を生じるためである．哺乳動物細胞で生じる低温
誘導性障害（曽根の稿参照）には，脂質の過酸化，細胞
膜の機能低下による制御不能なイオン漏出/流入（細胞
内外イオンの恒常性の喪失），Ca2＋イオン流入に伴うホ
スホリパーゼ・プロテアーゼの活性化や細胞骨格の損傷
等が挙げられる（Hochachka, 1986; R. G. Boutilier, 2001;
Rubinsky, 2003; Boutilier, 2001; Qin, 2003; Sun, 2016;
Nickel, 2014; Quinn, 1985）．一方，低温環境に生息する
変温動物は低体温状態にもなるにも関わらず生命活動を
維持できることから，その細胞が低温により障害を受け
ない何らかの機構を有すると考えられる．1 章で述べた
ように魚類由来 AFP は非凍結温度である 4℃下で哺乳
動物細胞の脂質二重膜に結合して膜を安定化し，細胞の
生存期間を延長できるとの報告がある（Rubinsky, 1990）．

この Rubinsky らによる AFP の細胞保護機能に関す
る論文では，不凍糖タンパク質（Antifreeze glycopro-
tein：AFGP）を添加した保存液にブタ卵母細胞を浸漬し，
4℃下で 24 時間保存後の卵膜の膜電位の変化を調べた．
膜電位とは細胞膜を挟んだ細胞内と外の電位差であり，
細胞内外のイオンの分布の差を示す．膜電位の変化は細
胞内外のイオン分布の変化を示すため，低温曝露により
細胞膜機能低下に伴うイオン漏出/流入が生じたかの指
標となる．同論文では，AFGP 不含の保存液で保存され
た卵母細胞は低温曝露後に膜電位が完全に失われたのに
対し，AFGP 含有の保存液で保存された卵母細胞は通常

（22℃）時の 65％の膜電位を維持することが示された．
この結果から，AFGP は低温下で生じる卵母細胞の膜損

傷を防ぐことにより，細胞からのイオン流出を抑制する
と考えられた．翌年，AFGP のみでなく，魚類 AFPI-III
に も 4℃ 下 に お け る 細 胞 保 護 効 果 が 認 め ら れ た

（Rubinsky et al., 1991）．また電気生理学的手法により，
AFPI を添加したブタ卵母細胞では K＋イオンと Ca2＋イ
オン電流の抑制が確認されたため，AFP は K＋チャネル
に結合し K＋イオンの流出と，Ca2＋チャネルに結合し
Ca2＋ イオンの流入を抑制することが示唆された

（Rubinsky et al., 1992）．以上の報告から，AFP は細胞
膜上のイオンチャネルと相互作用することにより，低温
曝露により細胞で生じるイオン恒常性の破綻を防ぐと考
えられた．

一方，Hays らは人工細胞膜であるリポソームと AFP
の相互作用を報告した（Hays et al., 1996）．一般に，細
胞膜は 37℃から 4℃に冷却されると，リン脂質の脂肪酸
鎖が柔軟な構造である液晶相から，脂肪酸鎖同士が密接
した構造であるゲル相へと相転移する（Quinn, 1985）．
この脂質の相転移は膜脂質の均一な並びにズレを生じ，
細胞膜から細胞内イオンの漏れを引き起こすとされる

（Crowe & Crowe, 1986）．Hays らは，蛍光物質を内封し
たリポソームを作製し，蛍光物質の漏れが AFGP 濃度
依存的に抑制され，10 mg/ml 濃度の時に完全に抑制さ
れることを示した．AFGP はイオンチャネル等を含ま
ない人工細胞膜においても内封物の漏れを抑制したた
め，脂質の相転移を防ぐという仮説が生じた．さらに
2002 年には AFPI も脂質の相転移を抑制することが示
唆された（Tomczak et al., 2002）．総じて，AFP は細胞
膜上のイオンチャネルあるいは脂質二重膜と相互作用
し，低温曝露時に生じる細胞内イオンの漏出や細胞外イ
オンの流入を防ぎ，細胞のイオン恒常性の維持に寄与す
ると考えられた．

その後，魚類 AFP の細胞保護効果が様々な細胞・組
織・臓器で調べられてきた．例えば，平野らは日本産魚
類 AFPIII を用いてヒト肝がん細胞株 HepG2 に対する
4℃下での細胞保護効果を報告した（Hirano et al., 2008）．
この報告では，様々な臓器の保存に利用されており，タ
ンパク質を含まない保存液であるユーロコリンズ液

（Euro-Collins，EC）液に AFPIII を 10 mg/ml となる様
に溶解し，約 1 万個の HepG2 細胞をその保存液に浸漬
し保存した．その結果，EC 溶液のみでは 1 日後にほぼ
全ての細胞が死滅した一方，AFPIII 存在下では 3 日後
も約 75％の HepG2 細胞が生存可能であった．また同論
文では，細胞膜損傷の程度を評価するために，細胞から
放出された乳酸脱水素酵素（LDH）活性を測定した．
LDH は通常，細胞質に存在している酵素であるが細胞
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膜が損傷を受けると培地中に放出されるため，膜損傷を
受けた細胞や死細胞数を測る指標として用いられる．
AFPIII で保存された細胞は放出される LDH 量も 38％
まで減少しており，AFP により細胞膜の損傷から保護
されたため生存率が向上したことが示唆された．さらに
平野らは，4℃保存中の 1 個の細胞を走査型電気化学顕
微鏡により観察し，細胞の経時的な状態変化を報告した

（Hirano et al., 2008）．EC 溶液中で 4℃保存された
HepG2 細胞は，保存時間が経過するにつれ徐々に細胞が
膨張し，約 8 時間後に破裂し死滅した．一方，AFPIII 存
在下では，HepG2 細胞の膨張は保存開始から 16 時間後
まで観察されなかった．この観察結果は，AFP が細胞
の表面に結合することにより細胞の膨張とそれに引き続
いて生じる破裂死を抑制し，細胞死を遅らせることを示
唆した．しかしながら，AFP が細胞膜に結合している
様子を観察したという報告はそれまで無かった．その 5
年後，上島らが共焦点レーザー顕微鏡により蛍光標識し
た AFP が HepG2 細胞およびラット膵島細胞株 RIN-5F
の細胞膜表面に結合する様子を初めて報告した

（Kamijima et al., 2013）．同論文は，RIN-5F 細胞に対す
る日本産魚類 AFPI-III および AFGP（天然物）の細胞保
護効果も示した．各 AFP を 10 mg/ml になるように溶
解した EC 保存液に RIN-5F 細胞を浸漬し，4℃で 1～5
日間保存後の細胞生存率を調べた．その結果，EC 溶液

で保存された細胞は 1 日後の生存率が 20％であり，3 日
後にはほぼ死滅した．一方，AFP を添加した EC 溶液で
保存された細胞の 1 日後の生存率は AFPI-III で 80％，
AFGP で 50％であった．AFPI および III で保存された
細胞は 5 日後であっても約 60％が生存可能であり，高い
細胞生存率が確認された．以上の知見をまとめると，
AFP は細胞膜表面に結合し，細胞内イオンの漏出・細胞
外イオンの流入を抑制することにより，細胞の膨張・破
裂を遅らせて，低温下での細胞の生存期間を延長すると
考えられる（図 4）．

AFP の細胞保護効果は，臓器移植に用いられる保存
液の改善や繁殖工学分野での応用が期待されており，こ
れら応用を目指した基礎研究も実施されてきた．例え
ば，心臓は保存可能な期間が短いことで知られ，ヒトの
場合 4 時間程度しか保存ができない．Amir らは，AFPI
および III を用いてラットの心臓を－1.3℃下で 24～32
時間保存する実験を実施した（Amir et al., 2004）．その
結果，AFP 不含の保存液を使用した場合，心臓は凍結し
たが，AFP 含有の保存液で保存した場合，心臓を凍結さ
せずに保存できた．AFPI あるいは AFPIII（15 mg/ml）
はラットの心臓を－1.3℃下で 32 時間保存可能にするこ
とが示された．さらに，Ideta らはウシの 7 日齢胚を
AFPIII 含有保存液に浸漬し 4℃下で保存したところ 10
日後でも生存可能になること，AFP で 4℃保存した受精
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図 4：AFP の細胞保護機能．
保存液中に浸漬し 4℃保存された細胞の経時的な状態変化を示す．（上段）
AFP 不含の保存液中で保存された細胞は，時間経過につれて細胞が膨張し，約
8 時間後に破裂して死滅する．（下段）AFP を含む保存液中で保存された細胞
は，4℃下での生存期間が延長される．保存液中の AFP は細胞膜上のイオン
チャネルや脂質二重膜に結合し細胞内イオンの漏出・細胞外イオンの流入を防
ぐため，細胞の膨張・破裂の過程を遅延させると考えられる．



卵を代理母に移植させたところ仔牛が誕生したことを報
告 し た（Ideta et al., 2015）．ま た 倉 持 ら は，線 虫

（Caenorhabditis elegans）を用いて動物個体レベルでの
魚類 AFPIII と微生物 AFP（南極子嚢菌由来 AnpAFP，
雪腐病菌（担子菌）由来 TisAFP8）の細胞保護効果を報
告した（Kuramochi et al., 2019）．各 AFP の TH 活性の
強さは TisAFP8 ＞ AnpAFP ＞魚類 AFP である．各
AFP を体壁の筋肉に発現させた線虫を低温ショック条
件（0℃・－2℃）および凍結条件（－5℃）で 1 日保存後，
線虫の生存率を測定した．その結果，AFP を発現して
いない線虫（コントロール）の 1 日保存後の生存率は
20％（0℃），10％（－2℃），6％（－5℃）であった．一
方，中活性型の魚類 AFPIII を発現させた線虫は，－5℃
の凍結条件において，コントロールと比較して有意に高
い生存率（19％）を示した．また，中活性型の AnpAFP
を発現させた線虫は 1 日保存後の生存率が 50％（0℃），
30％（－2℃），32％（－5℃）であり，保存温度に関わら
ず有意な生存率の向上が確認された．さらに，高活性型
の TisAFP8 を発現した線虫は，いずれの保存温度にお
いても 1 日保存後に約 70％が生存可能であり，最も高い
生存率を示した．従って，いずれの AFP も凍結条件

（－5℃）下では，氷結晶の成長による細胞の破壊から線
虫を保護し，線虫に耐凍性を与えると考えられる．この
ことは，AFP の TH 活性の強さと線虫の生存率の高さ
に相関が見られたことからも支持される．また，微生物
AFP は低温ショック（0℃・－2℃）条件においても線虫
の生存率を向上させたことから，細胞膜を保護し低温障
害から線虫を保護することが示唆された．

5. 昆虫AFPの細胞保護機能

一方，高活性型である昆虫 AFP も非凍結温度下にお
いて細胞保護機能を有するのか否かは不明のままであっ
た．また，過冷却温度下での非凍結保存が可能であれば，
氷結晶による細胞破壊を避けつつ，低温により細胞の代
謝を最低限まで抑制することにより，細胞の保存期間を
延長できる可能性がある（Brockbank et al., 2020）．しか
しながら，過冷却温度下の非凍結条件における AFP の
細胞レベルの保護効果は検討されていなかった．そこで
我々は昆虫 AFP を用いて，4℃および過冷却温度下にお
ける細胞保護効果を調べた（Yamauchi et al., 2021）．

AFP の細胞保護効果を比較検討するために，魚類
AFPI-III，昆虫 TmAFP，コントロールタンパク質とし
てウシ血清アルブミン（Bovine SerumAlbumin，BSA）
の 5 種類のタンパク質を用意した．なお，AFP はいず

れも天然物（アイソフォーム混合物）を使用した．これ
らのタンパク質を EC 溶液に対して 0.02-2.5 mM とな
るように溶解した保存液に RIN-5F 細胞を浸漬し，4℃，
－2℃，－5℃下で 1～20 日間保存した．保存前後の生細
胞数は，死細胞を染色するトリパンブルー法により測定
し，細胞生存率（保存後の生細胞数密度/保存前の生細胞
数密度）を算出した．AFP の細胞保護効果の強さは保
存後の細胞生存率から判断した．まず TmAFP が非凍
結温度（4℃）および過冷却温度（－2℃と－5℃）下にお
いて細胞保護効果を有するか調べた（図 5A）．4℃下で
1 日保存後の RIN-5F 細胞の生存率は，AFP なし（EC）
の時 12％であった．また－2℃および－5℃下で保存し
た細胞はほぼ全て死滅した．一方，TmAFP 溶液で保存
した場合は，AFP の濃度に依存して RIN-5F 細胞の生存
率は飽和曲線様に上昇した．そして，保存温度（4℃，
－2℃，－5℃）に関わらず，TmAFP 濃度が 1.5 mM 以
上の時に生存率は 90％以上に達した．この結果から，昆
虫 AFP も細胞保護機能を有することが明らかとなっ
た．続いて，細胞保存に十分な濃度と判断された 1.5
mM の各 AFP を含む EC 溶液を用いて，魚類 AFP と
TmAFP の細胞保護効果を比較した．TmAFP は魚類
AFPI-III よりも全ての保存温度（4℃，－2℃，－5℃）お
よび保存期間（1～20 日）において常に高い生存率を示
した（図 5B）．特に TmAFP を用いて－5℃で保存した
RIN-5F 細胞は最も高い生存率を示し，20 日保存後の細
胞生存率も 20％であった．ここで我々は保存液を検討
することにより，保存後の細胞生存率をさらに向上でき
るのではないかと考えた．University of Wisconsin

（UW）液は臓器移植に汎用される保存液の 1 つであり，
EC 溶液に比較して細胞を保護するのに適する様々な物
質（ATP や抗酸化物質）を含む．この UW 液に 1.5
mM となるよう TmAFP を加えた溶液で，RIN-5F 細胞
を－5℃下で保存したところ，20 日間保存後の生存率は
53％と極めて高い値を示した（図 5C）．以上の結果から，
昆虫 AFP は魚類 AFP に比べて高い細胞保護効果を有
すること，昆虫 AFP は過冷却温度域で哺乳動物細胞を
長期間生存可能にすることが示された．

なぜ昆虫 AFP は魚類 AFP に比べて高い細胞保護効
果を発揮できたのだろうか．昆虫 AFP の特徴は，1）分
子表面に単結晶氷を構成する水分子と配置が一致するよ
うな高度に組織化された氷様の水和水を有すること，2）
その結果，魚類 AFP に比べてより多くの氷結晶面に結
合できること，3）2）により，あらゆる面からの氷の成
長を極めて強く抑制でき過冷却状態を安定化できること
が挙げられる（本稿 3 章および津田の稿参照）．興味深
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図 5：昆虫 AFP の細胞保護機能．
（A）TmAFP の細胞保護効果．ラット膵島細胞株 RIN-5F 細胞を 0-2.5 mM の TmAFP を含む EC 溶液に浸漬し，
4℃，－2℃，－5℃下で 1 日保存後の細胞生存率を示す．TmAFP は細胞保護機能を有し，その効果は 1.5 mM 以
上の濃度で最大となる．（B）魚類 AFPI-III と TmAFP の細胞保護機能の比較．RIN-5F 細胞を 1.5 mM のタンパ
ク質を含む EC 溶液に浸漬し，4℃，－2℃，－5℃下で 1～20 日保存後の細胞生存率を示す．TmAFP はいずれの
保存温度（4℃，－2℃，－5℃），保存期間（1～20 日）においても最も高い生存率を示した．（C）TmAFP 含有 UW
溶液で保存された RIN-5F 細胞の生存率．TmAFP 含有 UW 溶液で－5℃保存された RIN-5F 細胞は 20 日後でも
53％が生存可能となった．EC：Euro-Collins 溶液，UW：University of Wisconsin 溶液．
＊p ＜ 0.05，＊＊p ＜ 0.01，＊＊＊p ＜ 0.001．Yamauchi et al., 2021 を一部変更して引用．

図 6：昆虫 AFP の氷結晶結合機能と細胞保護機能．
AFP は氷結晶結合機能により凍結を防ぎつつ，細胞保護機能により低温障害
から細胞を保護し，寒冷地に生息する昆虫の生存に寄与すると考えられる．



いことに，シミュレーション実験により，動物細胞の細
胞膜主成分であるホスファチジルコリン（PC）で構成さ
れたモデル膜上にも，氷様の構造の水分子ネットワーク
が観察されている（Murzyn et al., 2006; Hsieh & Wu,
1996）．これらを考え合わせると，AFP は氷に結合する
ときと同様のメカニズムにより，その分子表面に宿した
氷様の水和水を介して細胞膜に結合するという仮説が考
えられる．昆虫 AFP はより多くの結晶面に結合可能な
高活性型 AFP であるため，細胞膜上の水分子を認識し
やすく細胞膜への親和性が上昇した可能性が考えられ
る．そして，昆虫 AFP は TH 活性が高い，すなわち氷
結晶の成長を極めて強く抑制できるため，過冷却保存実
験の条件（－2℃・－5℃）下では過冷却安定化に寄与し
たと予想される．以上より，昆虫 AFP は氷結晶結合機
能により過冷却を安定化しながら，細胞膜保護機能によ
り細胞膜を保護し低温障害から細胞を守ることにより，
過冷却温度下において細胞の生存期間を延長したと推察
される（図 6）．

6. おわりに

本稿では，昆虫 AFP で得られた最近の知見を中心に，
AFP の氷結晶結合機能および細胞保護機能について概
説した．AFP の両機能は昆虫の凍結回避や低温障害か
ら細胞を保護する役割を果たしており，昆虫の低温環境
下における生命維持に重要なことが示唆される．我々は
日本産越冬昆虫の 1 つとしてオオクワガタに着目し，そ
の AFP がオオクワガタの凍結回避に果たす役割を明ら
かにした．オオクワガタの他にも，日本には数多くの越
冬昆虫が生息しており，それら越冬昆虫の低温適応へ
AFP がどのように関与するのかについても，今後徐々
に明らかにされていくだろう．また，昆虫 AFP も魚類
AFP と同様に低温下において細胞保護機能を発揮する
ことも明らかとなった．AFP は生物種によりその立体
構造が異なるにも関らず，複数種で細胞保護効果が認め
られる．このことは，AFP に共通する氷結晶結合特性
が細胞保護効果に重要だという考えを想起させる．一方
で，AFP が細胞膜のどの部位と相互作用しているのか，
AFP のどのアミノ酸が細胞膜結合に関与するかの完全
な同定には至っておらず，AFP-細胞膜の相互作用メカ
ニズムを解明するためには更なる研究が必要である．
AFP の構造・氷結晶結合機能と細胞保護機能にどのよ
うな関係があるのか，今後の研究のさらなる進展が望ま
れる．
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