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1.はじめに

液体の水は,生き物の生命維持にとって必要不可欠な

物質である.しかし,氷点下では水は固相の氷に変わる

ため,体温が環境温度に近い変温生物にとっては,その

生存を脅かすものに変貌する.たとえば,細胞内の水が

完全に凍結すると,その組織は破壊され生物は死滅して

しまうはずだ.しかし実際には氷点下の極限環境のなか

でも多くの変温生物が凍結することなく,生命活動を維

持している（Scholander et al.,1957）.すなわち,これ

らの生き物は進化の過程で,凍結から身を守るための何

らかの戦略的なしくみを獲得しているのである.

このしくみのうち最も単純なものは,生体内液体成分

の糖や電解質の濃度を高くし,それらのモル濃度に比例

して融点が低下するいわゆるモル凝固点降下を利用する

ものである.すなわち,平衡論的な原理で凍結を防ぐメ

カニズムで,植物や菌糸類にこの戦略を取るものが多

い.一方,液体成分の融点を変化させることなく,冷却

されても過冷却状態を維持したままで,凍結することな

く生命活動を維持する生き物もある.これらの生き物

は,どのような戦略で凍結を防いでいるのであろうか.

すなわち,これらの生き物は,「自身の生体内で〝氷結

晶の成長を制御する機能"を持つ特殊なタンパク質を生

成し,それらが氷結晶と水の界面に吸着することで氷結

晶の成長を物理的に阻止する」という驚くべきしくみを

獲得しているのである（Davis and Hew,1990）.このよ

うなしくみは,海氷で覆われた極海に住む魚（Yeh and
 

Feeney,1996）や寒冷圏に住む陸生昆虫（Graham et
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不凍糖タンパク質の
氷/水界面吸着と結晶成長制御

寒冷な環境に住む変温動物には,体液を過冷却状態に保ちながら凍結することなく生き延びること

が出来るものがいる.これは,寒冷な環境になると生体内に生成される特殊な不凍糖タンパク質が,

体液中に生成した氷結晶界面に吸着することで,氷の結晶成長を抑制するためである.蛍光分子でラ

ベルした不凍糖タンパク質分子の水溶液を冷却し,その中で氷結晶が成長させることで,タンパク質

分子と氷結晶との相互作用をその場観察することが初めて可能となった.本解説では,氷結晶成長界

面でのタンパク質の吸着・拡散挙動,結晶成長の抑制との関連,不凍糖タンパク質の界面への２段階

可逆吸着など,不凍糖タンパク質の凍結抑制機構に迫る最新の成果について紹介する.



al.,1997;Liou et al.,2000）,植物（Atici et al.,2003）,

バクテリア（Gilbert et al.,2004;Kawahara et al.,

2007）などで,普遍的に見られることが明らかになって

おり,それぞれ多くの種類のタンパク質が同定されてい

る.この現象は,氷の界面構造や結晶成長機構,そして

タンパク質の氷結晶との相互作用などさまざまな素過程

が複雑に絡み合って起きるものであり,まさに非平衡論

的な原理を生き物がうまく利用している典型的な例と言

えよう.

このような特徴を持つタンパク質分子そのものの構造

や機能についての研究は生物学や化学の分野で極めて盛

んであるが,その一方で氷/水界面でのタンパク質分子

の挙動や氷の結晶成長を制御する物理的なしくみについ

ては,未解明な部分が多い.その大きな理由は,氷/水

界面で起きる,タンパク分子が関与したダイナミックな

結晶化の過程を直接観察することが困難であったためと

考えられる.一方で,生物実験などではタンパク質分子

に蛍光分子をラベルとして付けることで,蛍光顕微鏡な

どによりタンパク質分子の局所的な分布状況から分子１

個１個の挙動に至るまでを,直接観察する実験手法が活

用されている.我々は,この手法を氷の結晶成長実験に

導入し,結晶成長に伴う界面でのタンパク質の挙動をそ

の場観察してきた.この解説では,タンパク質分子への

蛍光ラベル法で可能となった氷の成長特性とタンパク質

の成長界面での挙動に関する最新の実験成果を取りまと

めて,生体の凍結抑制機構の理解がどこまで進んだかを

紹介する.

2.不凍（糖）タンパク質とその機能の特徴

最初に,生体の凍結を抑制する機能を持つタンパク質

について,その特徴と機能をまとめておこう.

このような機能性タンパク質が最初に発見されたの

は,極地の海氷下から採取された魚の血液中であった

（DeVries and Wohlshalg,1969）.一般に魚の血液は約

1.5％の塩分を含むが,海水の塩濃度（３％）よりも低

く,融点はそれぞれ－0.9℃と－1.9℃となる.変温動物

である魚の体温は環境相の温度（すなわち,海水の融

点）に一致するので,海氷下に住む魚の血液温度は,約

１Kの過冷却状態におかれることになるが,血液が凍

結してしまうことは無い.このような魚から採取した血

液中から,いくつかの特殊なタンパク質が同定され,そ

れらの存在が凍結抑制と密接に関連することが明らかに

なっている.

これらのタンパク質は,糖鎖を持つ構造のものと持た

ない構造のものが同定され,それぞれ不凍糖タンパク質

（Antifreeze glycoprotein;AFGP）と不凍タンパク質

（Antifreeze protein;AFP）と呼ばれている.前者は,

アラニン－アラニン－スレオニン（Ala-Ala-Thr）のト

リペプチドに糖鎖が結合した糖ペプチドを１ユニットと

し,それが４～52個も連なったひも状構造を持つ（図

１）.分子量はユニット数に応じて2.6～33kDaで,分

子量の大きいものから順に８つのタイプ（AFGP1～8）

に分けられている（DeVries et al.,1970）.水中での分

子の２次構造は,拡張ランダムコイル状（Extended
 

random coil）が基本で柔軟性が高い（Lane et al.,

2000）.後者は,それぞれ大きく異なる構造をもつ３種

類が同定されており,それぞれAFP Type ～ と呼

ばれている（Yeh and Feeney,1996）.

この機能性タンパク質による凍結抑制の原理は,基本

的に氷結晶の核生成を抑制するのか,あるいは結晶の成

長を抑制するのかのいずれか関連していることは,説明

を要さない.我々は,上記の４つのタイプの不凍（糖）

タンパク質（今後はAF(G)Pと表記）を使って,氷の

結晶成長実験を行っている.本稿では混乱を避けるため

に,不凍糖タンパク質（今後AFGPと表記）の場合に

限定して解説する.まず,AFGPの関与する氷結晶の

成長について,明らかになっている点について簡単にま

とめておこう（Yeh and Feeney,1996；古川ほか,

2010）.ここに述べる特徴は,AFPにおいても同様に観

察されることを注意したい.

⑴ AFGP水溶液を容器に入れて,平衡を保ちながら

ゆっくり冷却するときに起きる現象を,図２⒜に示

す温度変化に沿って思考実験してみる.水溶液の温

度が,水の融点（T ＝０℃）以下になると氷の微

結晶が発生する.本来,モル凝固点降下により融点

は０℃より低いはずだが,容質の分子量が大きいの

で水溶液のモル濃度は極めて小さくなり,この効果

は無視して良い.温度が T 以下の過冷却状態にな

ると,水溶液中には氷微結晶が生成されるが,それ

らは水溶液中に安定して存在するだけで,すぐには

成長を継続しない.温度がさらに下がり,ある臨界

温度（すなわち,凍結温度 T ）に達すると氷結晶

は突然成長を開始する.一方,T 以下では水溶液
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図1 AFGPを含む南極タラ（上図）とAFGPの分子構造
（下図）.だ円で囲ったポリペプチドを１ユニットとして,４
～52ユニットがひも状に連なっている.



は完全に凍結するが,この状態から温度を上昇させ

ても,もとの融点である T に達するまで融解を開

始しない.すなわち,AFGPが存在する場合には,

T ＜T となり,両者の温度差ΔT（＝T －T ）を

熱ヒステリシスと呼ぶ.ΔT の大きさは,AFGP

濃度に依存し,モル凝固点降下で予測される融点低

下の500倍以上の大きさに達する.すなわち,

AFGPの機能は,氷結晶の核生成に対する効果で

はなく結晶成長に対する効果である.

⑵ ΔT の温度範囲にあるタンパク質水溶液中の氷結晶

の形状は,氷のc軸方向に伸びた重六角錐（hex-

agonal bipyramid）である（図２⒜）.一般に,結

晶の外形は,成長速度の速い面から消失し,最終的

に最も成長速度の遅い結晶面で囲まれるので,重六

角錐の稜面が最も成長速度の遅い面となる.一方,

ΔT より過冷却度大きくなると氷結晶は成長を開始

し,その成長形はタンパク質濃度に大きく依存する

（Harrison et al.,1987）.図３は,AFGP水溶液中

で成長する氷結晶の写真である.純水中では,平ら

なベーサル面で挟まれた薄い円盤状の結晶形である

が,AFGPがわずかに含まれるだけでも平らなプ

リズム面が現れ,六角板結晶となる.濃度上昇とと

もに徐々にc軸方向に伸びた多面体の成長形とな

り,さらに高濃度では針状結晶が生成される.この

ような成長形の濃度依存性は,AFGPにより氷の

プリズム面は成長抑制,ベーサル面では逆に成長促

進が起きていることを示唆している.すなわち,

AFGPの効果は異方性が強い.

⑶ AFGPによる結晶成長の抑制機構として,界面吸

着した分子による界面（あるいは,成長ステップ）

のピン止め効果が提案されている（Raymond and
 

DeVries,1977;Knight and DeVries,1989）.図２⒝

は,ピン止め効果による界面の局所形状の温度変化

を示す模式図である.吸着したAFGP分子は界面

の移動をピン止めするので,隣接した分子の間の界

面は前方（融液側）に出っ張り,曲率を生じるため

界面の融点は低下する（Gibbs-Thomson効果）.

界面が前進すると曲率が増加し,それとともに局所

界面融点は低下する.やがて,その融点が環境相の

温度と一致すると,それ以上の界面の前進は抑制さ

れる（Wen and Laursen,1993;Sichheri and Yang,

1995）.T と T の間ではこの機構で成長が抑制さ

れるが,T では界面の局所曲率半径は吸着分子間

隔の1/2に一致するため,界面はピン止めされた点

をすり抜けることが可能となり,この機構はもはや

有効ではなくなる.このため,この温度以下では,

氷結晶の成長が開始し,吸着したAFGP分子は結

晶内に取り込まれるであろう（Knight et al.,

2001）.

AFGPの氷結晶成長に対する効果は,以上のように

極めて興味深い特性をもつ.しかし,AFGP分子がど

のような界面吸着特性を示し,それが結晶の成長をいか

にして抑制しているのかは,直接実験的に確認すること

は,困難である.このため,吸着分子のピン止め機構で

氷結晶の成長が実際に抑制されているのかどうかについ

ても,十分な証明がされているとは言い難い.その要因
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図2 ⒜熱ヒステリシスを示す模式図.この領域では,氷結
晶は重六角錐の形状で存在するが,成長は完全に抑制されて
いる.⒝氷結晶の成長抑制を説明するGibbs-Thomsonモデ
ル.吸着したAFGP分子により,界面の成長がピン止めさ
れる.このため,分子間の氷界面は前方に凸の曲率半径r
を持つ球面となり,界面の融点はGibbs-Thomson効果によ
り,バルクの融点（T ）より低下する.温度がさらに低下
し,rがAFGPの分子間距離の半分（r ）より小さくなる
と,ピン止め効果が消失して界面は成長を開始する.した
がって,結晶成長抑制の最大の過冷却度温度は,r＝r と
なる温度で,ΔT＝T －T が熱ヒステリシスの大きさにな
る.

図3 AFGP水溶液中で成長した氷結晶.⒜～⒟は,そ
れぞれAFGP濃度が0,0.01,0.2, mg/mlに対応す
る.スケールバーは,すべて500μm.



は,この分野の研究がタンパク質科学や生化学的視点で

なされることが多く,界面科学や結晶成長学などの物理

的視点に欠けていたこと（Knight,2000）,さらに氷/水

界面及びその近傍でのタンパク質分子の挙動を直接観察

する手法が乏しいことにある.我々は,この点に注目し

て,AFGPの氷結晶成長の制御機構を解明することを

目指して,物理的視点での研究を行ってきた.次章以下

では,二つの異なる結晶成長手法（一方向成長法と自由

成長法）と蛍光ラベル法によるタンパク質分子の可視化

手法とを組み合わせて実施した実験的研究の成果につい

て,その概要を紹介する（Zepeda et al.,2008a）.

3.一方向成長法による氷成長界面近傍での不凍

糖タンパク質の拡散

3.1 一方向成長法

一方向成長法は,空間に固定した温度勾配を作り,そ

の勾配に沿った方向に薄膜状の結晶成長セルを一定速度

で強制的に平行移動させて,結晶を成長させる方法であ

る（Nagashima and Furukawa,1997a;1997b;2000）.

実験システムの模式図を,図４に示す.２つの銅ブロッ

クを10mmの間隔をおいて水平に並べ,スライドガラ

ス２枚を50～100μmの𨻶間を空けて重ね合わせた結晶

成長セルにAFGP水溶液を充塡し,両ブロックを跨ぐ

ように置く.両ブロックは,ペルチエ素子によって独立

に温度制御され,低温側ブロックの温度（T ）と高温

側ブロックの温度（T ）を一定に保つと,両者の𨻶間

にかかる成長セル内には直線的な温度勾配が生じる.こ

の時,T を水溶液の融点以下,T を融点以上にする

と,成長セル内の低温側の水溶液は結晶化し,セルの温

度がちょうど融点に一致するに位置に固液界面が形成さ

れる.この様な状況で,結晶成長セルを高温側から低温

側に一定速度で強制的に移動させる.この結果,界面で

はセルの移動とは反対方向への結晶成長が強制されるこ

とになり,界面の位置は見掛け上同じ位置に留まる.す

なわち,この結晶成長法では,結晶成長セルの移動速度

を変えることで,成長速度を実験パラメーターとして制

御できる.このことは,他の成長法では実現すること不

可能な大きな特徴である.さらに成長界面が見掛け上同

じ位置に留まるので,界面やその近傍で起きる現象の時

間経過をその場観察するために好都合である.

この装置で氷の結晶成長実験を行い,AFGP分子の

界面と界面近傍での挙動をその場観察するため,蛍光分

子であるFITC(Fluorescein isothiocyanate isomer-I)

でラベルしたAFGP分子を使った.この実験システム

は,透過型位相差蛍光顕微鏡のステージに設置され,位

相差画像と蛍光画像を切り替えながら,氷の結晶成長過

程を観察した（Zepeda et al.,2007）.

3.2 成長界面に吸着したAFGPの可逆離脱と拡散

図５は,成長セルを一定速度（５μm/s）で移動させ

た場合の,氷界面周囲の位相差画像と蛍光画像の一例を

示す.水溶液の初期濃度は0.1mg/ml（重量比では,

0.01wt％に相当する）である.位相差画像（図５⒜）

では,界面の位置が明確に観察されるが,結晶内（右

側）や溶液内には何も観察されない.しかしながら,同

じ画面の蛍光画像（図５⒝）では,界面をはさんで水溶

液側と結晶側ではコントラストが大きく異なる.図に示

す白枠内で界面に直交する方向（Ｘ方向）での蛍光強度

分布を見ると,結晶内では蛍光は検出されないが,水溶

液側では界面での強度が最大となり界面から離れるにし
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図4 氷結晶の一方向成長実験装置の模式図.

図5 一方向成長している界面前方で観察された蛍光強度分
布.AFGPの初期濃度,0.1mg/ml.成長速度５μm/s.⒜
位相差顕微鏡画像,⒝蛍光顕微鏡画像,⒞蛍光画像に示され
た白枠矩形領域の中でもとめたＸ方向蛍光強度分布.蛍光強
度は,矩形のＹ軸方向に積分した値である.



たがって指数関数的に減衰する（図５⒞）.この場合,

結晶セルは薄膜状であるため,観察された蛍光強度は蛍

光分子の空間数密度（AFGP濃度）に比例する.すな

わち,結晶の成長界面前方に発達したAFGPの拡散場

が観察された.また,氷結晶側では蛍光強度がゼロで

あったことは,氷結晶の成長に伴って結晶内部へ

AFGP分子が取り込まれることはないことを示す,直

接的な証拠と言えよう.

さらに,成長を継続させると拡散場は定常状態に達す

るが,この状態でセルの移動を突然停止すると,界面前

方の拡散場は時間と共に減衰する.図６は,界面前方で

のAFGP濃度分布の時間経過を示している.減衰過程

での界面前方の蛍光強度分布は,単純な指数関数的では

ないことがまず注目される.このような分布が生じるた

めには,界面から水溶液内へのAFGPの流入が必要で

ある.結晶の成長はすでに停止しているので,この流入

は界面に吸着していたAFGP分子が離脱することに

よって生じる.また,界面において蛍光強度の鋭いピー

クが観察されるが,これも界面にAFGPの吸着層が存

在することを示唆している.すなわち,これらの観察結

果は,界面に吸着したAFGP分子は結晶の成長が停止

すると可逆的に離脱することを意味している.

また,界面前方に観察される拡散場の減衰過程から,

AFGPの水溶液中での自己拡散係数を求めることが出

来る.この方法で求めた拡散係数は,（1.0±0.1）×

10 m/sとなり,NMR（Nuclear Magnetic Reso-

nance）で測定された拡散係数（Krishnan et al.,2004）

の値（0.9×10 m/s）とよく一致する.

3.3 成長界面のパターン形成とAFGPの分布

一方,成長セルの移動速度を上昇させると,界面はも

はや平らな形状を保つことができなくなり,形態不安定

化が生じる（Furukawa et al.,2005）最終的に,界面形

状は,図７⒜と⒝に示されるようなファセット面で囲ま

れた周期構造を持つジグザグパターンを生じ,定常状態

に達する.界面前方でのAFGPの濃度分布を求めた結

果（図７⒞）は,界面が平らな場合に較べて拡散場の発

達が大幅に抑制されている.しかしながら,結晶の粒界

を横切る方向で求めたAFGP濃度分布（図７⒟）では,

結晶格子内にはAFGPは取り込まれず,粒界面に蓄積

されたことを示している.

これらの観察結果は,氷結晶成長に伴い,AFGPは

結晶格子に取り込まれることはなく,すべて界面前方に

排斥されるが,結晶粒界が生じると,粒界にAFGPが

濃縮されて取りこまれるため,成長界面前方の拡散場の

発達は抑制されることを示唆している.

4.自由成長法により観察された不凍糖タンパク

質の界面吸着と結晶成長抑制

4.1 自由成長法

一方,自由成長法では,一様に過冷却した水溶液中で

１個だけの氷単結晶を成長させる.前章と同じように,

結晶成長の母液として蛍光分子でラベルしたAFGP水

溶液を使用した.この方法では,水溶液中で一様に分散

していたAFGP分子が,氷/水界面や結晶内部に再配分

される過程と,それが結晶の成長速度や形態にどのよう

に関連しているかを観察できる.

実験装置は,銅ブロックをくりぬいて作製した円筒型

の成長セル（直径20mm,奥行10mm）に,外部から

セルの中心部までガラス毛細管を挿入した単純な構造で

ある.毛細管は,ホルダーにより軸の周りに自由に回転

できる.成長セルと毛細管に充てんされた水溶液は,銅

ブロックに取り付けたペルチエ素子で冷却され,±５

mKの精度で安定した過冷却状態を作り出すことができ

る（Zepeda et al.,2009）.
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図6 一方向成長で成長を停止した界面からのAFGP分子
の離脱,拡散の時間変化（０分から20分まで,２分ごとに
プロット）.拡散場は,単純な指数関数的な濃度分布ではな
い.これは,界面に吸着したAFGP分子が定常的に離脱し
ていることを示している.

図7 成長速度が大きくなると,一方向成長界面では形態不
安定化が発生し,やがて周期的なジグザグパターンで定常状
態に達する.このとき,AFGPは,結晶の粒界に取り込ま
れるため,形態不安定化前の平らな界面に較べて,界面前方
でのAFGP拡散場の発達が抑制される.⒜位相差顕微鏡画
像,⒝蛍光顕微鏡画像,⒞蛍光顕微鏡画像の矩形枠cに対し
て測定された蛍光強度分布から求めたAFGP濃度分布.⒟
同じく,矩形枠dにおける濃度分布.



実験手順は,以下のとおりである.まずAFGP水溶

液全体が所定の過冷却温度に到達したら,成長セルの外

側に突き出した毛細管の端を急冷して氷を核生成させ

る.生成された結晶粒は,毛細管内部で軸方向に成長を

継続するが,氷の成長速度の異方性から,軸に沿った成

長速度の速い結晶粒ほど前方に突出するので,結果的に

結晶粒の取捨選択が進行する.このようにして,最終的

に１個の結晶粒のみが生き残り,その結晶粒が毛細管先

端に達すると,成長セルの中で氷単結晶が自由成長を開

始する.氷結晶は,c軸に直交する向き（a軸方向）の

成長速度が速いので,生き残った結晶粒は,そのc軸が

毛細管の軸に直交する確率が高くなる.すなわち,毛細

管内での成長により,結晶粒の数と結晶の向きが自動的

に制御される.

結晶成長の観察には,スペクトラム共焦点顕微鏡を

使った.この顕微鏡は,レーザー光の焦点を走査させて

観察体の三次元画像を取得するものであるが,本実験で

は,時間分解能を向上させるために二次元平面内の走査

に固定して観察を行った.FITCの励起波長のレーザー

光を光源として照射し,その蛍光波長（520nm）でイ

メージングすることで,観察面内の蛍光強度分布の画像

を取得することができる.

4.2 氷結晶の自由成長とAFGPの分布

図８⒜は,過冷却状態にあるAFGP水溶液中で,毛

細管の先端から自由成長する氷単結晶の蛍光画像であ

る.この場合の成長条件は,水溶液の初期過冷却度は,

0.05K（実際の温度が－0.05℃）,及びAFGPの初期濃

度は５μg/ml（すなわち,0.0005wt％）であった.毛

細管の先端に六角形の薄い板状結晶が観察される.図８

⒝は,毛細管を90°回転して氷結晶の断面を観察した明

視野画像であるが,結晶の厚みがおよそ40μmである

ことが分かる.純水や塩などの無機分子の水溶液の中で

成長する氷結晶では,図８⒞に示すようにプリズム面が

平らな面として観察されることは無い（Yokoyama et
 

al.,2011）ので,このような六角板状結晶が観察された

ことはAFGPの結晶形に対する効果が低濃度であって

も極めて大きいことを示している.

図９は,この六角板結晶の成長過程を示す連続写真で

ある.結晶のプリズム面（六角板の側面）に注目する

と,成長が継続しているもの（界面２）と完全に停止し

ているもの（界面1,3,4）が同時に存在していること

が分かる.また,成長停止した界面では,界面に沿って

強い蛍光の輝線が観察されるが,成長中の界面では観察

されない.この輝線は,氷/水界面に吸着したAFGP分

子によって生じたものであると考えられる.すなわち,

この画像は,AFGP分子の氷/水界面への選択的な吸着

が結晶成長の抑制を引き起こすことを,初めて実験的に

証明したことになる.
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図8 ⒜AFGP水溶液中で自由成長により得られた氷結晶の共焦点蛍光画
像.界面２は成長を継続しているが,界面1,3,4は成長が停止してい
る.⒝氷結晶をガラス毛細管の周りに90°回転して,横方向から観察した
共焦点明視野画像.⒞同じ過冷却度の純水中で成長した薄い円盤状の氷結
晶.⒟共焦点蛍光画像に示す矩形枠ｄの短軸方向で積算した蛍光強度を長
軸方向にプロットしたもの.左縦軸は蛍光強度であるが,AFGPの濃度に
換算可能で,右縦軸にプロットした.界面位置に鋭い蛍光強度のピークが
観察される.このピークは成長を継続している界面では観察されない.右
下の図は,共焦点顕微鏡の光学系を示す模式図で,結晶を含む約100μm
のスライス面からの蛍光だけを検出できる.



4.3 AFGP分子の界面吸着密度の推定

これらの蛍光画像は,共焦点型の顕微鏡で得られたも

のである.共焦点顕微鏡の焦点深度はおよそ100μmで

ある（図８右下）ので,一枚の２次元画像で示される蛍

光強度は,試料をこの厚みでスライスした薄膜の中に分

布する蛍光分子の空間数密度に比例する.したがって,

一方向成長実験で得られた画像と同様に,画像の蛍光強

度からAFGPの濃度分布を推定することが可能である.

たとえば,図８⒜に示された矩形領域ｄについて,図８

⒟のような蛍光強度分布が得られた.毛細管の領域（左

端）と水溶液の領域（右端）では,AFGP濃度が明ら

かなので,縦軸の蛍光強度を濃度に変換することが可能

である.中央部の結晶領域については,焦点深度（100

μm）内に氷結晶（厚さ40μm）と水溶液（60μm）の

両方が含まれる.結晶を毛細管の周りに90度回転させ

て蛍光強度を測定すると,氷結晶内部では蛍光が全く観

察されないことが確認されており,結晶内のAFGP濃

度はゼロであることが保証される.したがって,この領

域で測定された蛍光強度はすべて水溶液中にある

AFGPからの寄与である.実際にこの領域で観察され

た蛍光強度は,水溶液のみの場所の蛍光強度のおよそ

60％の強度である.

一方,図８⒟に示すように,成長が停止した界面にお

いて観察される蛍光の輝線に対応する蛍光強度ピーク

は,六角板結晶の側面（プリズム面）に吸着した

AFGP分子からの寄与を反映している.結晶の厚み

（40μm）から側面の面積を計算できるので,この側面

へのAFGP分子の吸着分子数を推定することが可能で

ある.その結果,側面に吸着したAFGP分子の吸着間

隔は,d＝21±４nmと計算された.AFGP分子１個の

大きさはおよそ３nmであるので,この面のAFGP分

子による被覆率は,10％以下に過ぎない.また,この値

は,Pertaya et al.(2007;2008)が求めたAFP水溶液

（濃度が0.3-3mg/ml）中での,氷/水界面へのAFP分

子の吸着間隔 d＝20±５nmと数値的には一致する.し

かしながら,水溶液濃度は両者でおよそ200倍もの差が

あることに注意が必要である.すなわち,我々の解析結

果は,水溶液中のAFGP濃度が極めて低い場合でも,

結晶成長により界面に濃縮されて,高濃度の分子吸着が

生じることを示している.このことは,一方向成長で観

察された界面吸着とも一致する.

4.4 界面吸着したAFGP分子の再離脱

一方向成長実験では,結晶の成長が停止すると界面に

吸着していたAFGP分子は離脱し,水溶液中に再拡散

することが示された.自由成長では,界面に吸着した

AFGP分子は,そのままで安定してその状態を保つの

であろうか？ 図９で示した氷結晶の成長過程で,注目

すべきもう一つの現象が観察された.結晶成長を継続し

ている界面２は,成長が停止した界面１と３に挟まれて

いるので,図９の連続写真に示すように成長ともに徐々

に縮小していく.図10はそのあとに観察された成長過

程の連続写真を示す.界面２が消失した瞬間（図10⒜）

に,先端部から界面３の上を新しい成長ステップが移動
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図9 図8で示した同じ氷結晶の成長過程を示す.各写真
は,約２秒間隔.界面２は成長を継続しているが,界面1,
3,4は成長が完全に停止している.これらの面に沿って,
蛍光の明るい輝線が観察される.

図10 図9で示した氷結晶の成長のその後を示す連続写真
と各画像の矩形枠内でのAFGP濃度分布の解析結果.画像
の間隔は約２秒.界面２が消失すると同時に,それまで停止
していた界面３の上に成長ステップが観察され,そのまま成
長を継続した.同時に,界面に吸着していたAFGP分子は
離脱し,水溶液中に再拡散する.この過程は,界面近傍の
AFGP濃度分布の経過にも明確に観察される.



するのが観察され,そのまま成長が再開した（図10

⒝）.界面３の成長開始と同時に界面に沿った蛍光輝線

も消失した.図10右側には,写真に示した白枠内での

蛍光強度分布から計算されたAFGP濃度の分布が示さ

れている.成長が停止している時には,明確に界面に

ピークが見られるが,成長が再開した瞬間に消失した.

界面から水溶液に向かってわずかではあるが濃度が指数

関数的に減衰する様子も観察された（図10⒞）.すなわ

ち,界面から離脱したAFGP分子は,水溶液側に再拡

散する.

この結果は,結晶成長の抑制が,AFGP分子の界面

への非可逆的な強い吸着によって引き起こされるという

従来の予測とは大きく異なり,吸着していたAFGP分

子は成長ステップ移動などで簡単に離脱可能であること

を示すものである.

5.不凍糖タンパク質分子の界面吸着と結晶成長

抑制機構

5.1 Gibbs-Thomsonモデルは有効か？

図２で示したような「界面に吸着したAFGP分子が

界面の移動をピン止めすることにより生じる界面融点の

低下（Gibbs-Thomson効果）に起因して結晶成長が抑

制される」という古典的モデルの有効性について,最初

に考えてみよう.

4.3節で求められた,プリズム面におけるAFGP分

子の吸着間隔から,逆にGibbs-Thomson効果による界

面の局所温度低下を計算すると,ΔT＝6Kと見積もら

れる.この値は,水溶液の過冷却温度0.05Kとは一致

しない.また,Gibbs-Thomson効果が作用するともと

もと平らであった界面が荒れて,凸凹の多いラフ面に変

化するのが通常である.しかしながら,氷の結晶界面で

は,AFGPの作用によって逆の変化,すなわちラフな

面が平らな界面への変化が観察された.これらの事実か

ら,従来のモデルでは,AFGPの凍結抑制効果を説明

することは,もはや困難であるといえるであろう.

5.2 AFGP分子の２段階可逆吸着モデル

これらの実験で観察されたAFGP分子の氷/水界面へ

の吸着特性から,界面へのAFGP分子の新しい吸着モ

デルを提案しよう.

まず,面の成長が継続して氷界面に蛍光のピークが見

られない状況であっても,側面は平らなファセット面と

して観察される.純水中では,この面はファセット面と

して観察されることはないので,すでに界面とAFGP

分子の間で十分な相互作用が存在することを意味してい

る.すなわち,この状態ではAFGP分子の界面への吸

着と離脱が釣り合った,いわゆるラングミュアタイプの

吸着が起きていると予測される.このような吸着では,

界面の移動を停止するようなピン止め効果は期待できな

い.

一方,界面の成長が停止した場合のAFGP分子の吸

着間隔は,およそ21nmであった.しかし,この時の

水溶液温度は－0.05℃であるので,界面の温度も同じで

あるとすれば,ギブス・トムソン効果で予想される界面

吸着間隔は,約２μmとなる.したがって,Gibbs-

Thomson効果を援用すれば,吸着したAFGP分子の

ごく一部がピン止め効果として作用すれば,十分に氷結

晶の成長抑制が作用することになる.すなわち,界面に

あるAFGP分子には,ピン止め点として作用する〝強

い吸着状態"のものとピン止め効果が作用しない〝弱い

吸着状態"のものが存在することを意味している.さら

に,弱い吸着状態のAFGP分子は,脱着が容易であり,

結晶成長が再開するとこれらの分子は結晶内に取り込ま

れることはなく簡単に離脱して,水溶液中に再拡散する

ことができる.この様な考察は,一方向成長で観察され

たAFGPの拡散場の挙動とも一致する.我々は,この

ような特徴的なAFGP分子の氷界面吸着を〝二段階可

逆吸着（2-step reversible adsorption）"と呼んでい

る.

5.3 界面に吸着したAFGP分子の二次構造変化

AFGP分子の二段階可逆吸着とは,具体的にどのよ

うなものであろうか？ その回答の一つとして,氷結晶

界面に吸着状態にあるAFGP分子の二次構造の変化を

解析した実験（Uda et al.,2007）について最後に紹介す

る.

水溶液中でのAFGP分子は,いわゆる拡張ランダム

コイルと呼ばれる二次構造（conformation）を持つこ

とがNMR解析で明らかになっている.しかし,この

様な構造の分子が氷/水界面に吸着しても,氷結晶格子

との適合性が悪く,簡単には強い吸着を実現することは

できない.したがって,界面に吸着したAFGP分子が

実際にはどのような二次構造を取るのかが重要なヒント

を与えると考えられる.

このため,我々はATR (Attenuated Total Reflec-

tion)法により,氷界面に吸着した状態にあるAFGP分

子のフーリエ変換赤外分光（Fourier Transform Infra-

red（FTIR）spectroscopy）を試みた.ATR法とは,

赤外波長に透明な材料（ZiSe）で作製したATRプリズ

ムの界面で赤外線を全反射させるとき,反射面後方に生

じるエバネセント光（evanescent light）をプローブと

して使う手法である.図11に示すように,このプリズ

ムの反射面にAFGP水溶液の薄膜を試料として置き,

薄膜試料が液相の場合⒜と固相の場合⒝について,解析

を行った.この測定では,アミノ酸分子とHO分子か

らのスペクトル波長域の重なりを避けるため,溶媒とし

て重水（DO）を使った.これによって,アミノ酸分子

に敏感な波長域のFTIRスペクトルを独立に取得でき,

AFGP分子の二次構造についての情報を得ることがで
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きる.

図12⒜は,FTIRスペクトルの温度変化を示す.室

温から温度をゆっくり低下させると,－15℃でDO分

子のO-D伸縮振動バンドのピーク波数がシフトすると

ともに,スペクトル形状も変化した.これは,DOが

液相から固相へと変化したことを意味している.このス

ペクトルを詳細に解析すると,固相試料には一部液相の

ままで残留するDOが存在する,これは氷結晶とプリ

ズムとの界面,及び氷結晶粒界に残った擬似液体層に対

応すると考えられる.すなわち,試料の状況は,図11

⒝に示すように,氷粒子と粒界に残存する擬似液体層と

が共存している（Sadtchenko and Ewing,2002）.

一方,アミノ酸に敏感な吸収バンドである1600～

1700cm に現れるアミドＩバンド（C-O伸縮バンド）

に注目すると,図12⒝及び⒞に示すように,試料が液

相と固相の場合でスペクトルに明確な変化が観察され

る.このスペクトルを,AFGP分子で予測されるさま

ざまなタイプの二次構造ユニットに対応するスペクトル

ピークに対して,逆たたみ込み解析（deconvolution）

した結果が黒の実線で示される.それぞれの相対ピーク

積分面積は,その二次構造を持つAFGP分子の数分率

に比例する.この解析の結果,試料が液相から固相に変

化すると,特にα-へリックス構造のコンポーネントが

顕著に増加することが見出された.この増加分は,図

11⒝に模式的に示されるように,氷粒子本体には取り

こまれず擬似液体層の中に凝縮されたAFGP分子の一

部が,氷/水界面に吸着してα-ヘリックス構造に変化

したために生じたと考えられる.AFGP分子は,界面

に吸着しても拡張ランダムコイル状態のままでは,分子

周期性と氷結晶格子の周期性のマッチングが悪く,吸着

力も弱い.しかし,吸着したAFGP分子がその二次構

造を変化させて,周期性が高いα-ヘリックス構造に変

化すると,氷結晶格子とのマッチングが良くなるため,

より強い吸着状態が実現する.すなわち,AFGP分子

は,弱い吸着から強い吸着へと二段階で吸着状態が変化

する.弱い吸着状態のAFGP分子は,可逆的に界面か

らの着脱が可能である.

以上のことから推論すれば,界面に弱く吸着した
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図11 ATRプリズム表面近傍での薄膜試料の内部構造を示
す模式図.⒜は水溶液が凍結する前で,AFGPは一様に分
布している.⒝は凍結後の試料の構造.擬似液体層中に
AFGPが濃縮されている.氷界面に吸着したAFGP分子
は,α-へリックス構造をとる（下部の界面拡大図参照）.D
はエバネセント光の浸出深さで,およそ１μm.

図12 ⒜AFGP水溶液薄膜から得られた
FTIRスペクトルの温度変化.⒝および⒞
は,Amide Iバンドの吸収スペクトル（それ
ぞれ,赤線と緑線）と,それを各二次構造に
対応する波数で分解した結果（黒の実線）.
それぞれ,液相状態と固相状態の試料に対応
する.ハッチングを入れたピークは,α-へ
リックス構造のAFGPに対応し,試料が固
相の時その配分比が顕著に上昇することが分
かる.



AFGP分子のごく一部が,その二次構造を変化させる

ことで,強い吸着状態を実現する.この変化を実現した

AFGP分子だけが界面の移動をピン止めし,Gibbs-

Thomson効果の助けを借りて結晶成長の抑制を実現し

ているという描像を描くことができる.氷/水界面への

α-へリックス構造を持つタンパク質分子（AFP Type
 

I）が界面移動のピン止め点として作用することは,計

算機シミュレーションでも証明されている（Nada and
 

Furukawa,2008;2011）.

6.終わりに

AFGP分子に蛍光分子でラベルを付けることによっ

て,一様な濃度の水溶液から氷結晶が成長する際に,結

晶の成長界面近傍で分子がどのように再分布されるのか

を,初めて可視化することが可能となった.これによっ

て,AFGPの凍結抑制効果のメカニズムについて,さ

まざまなことが明らかになりつつある.その代表的な成

果については,本文中にまとめた通りである.

しかしながら,本解説に紹介した結果は,空間的な蛍

光強度の測定から濃度分布や吸着状態の解析を行ったも

のであり,分子一個一個の挙動についての情報は得られ

ていない.したがって,さらに不凍（糖）タンパク質に

よる氷結晶成長の制御機構を明らかにしていくために

は,界面に吸着した個々のタンパク質分子の挙動を観察

することが,極めて重要な今後の目標となる.本誌の佐

崎らの解説にも示されているように,氷結晶表面におい

て水分子１個分の高さを持つ単位ステップのその場観察

が可能になっている（Sazaki et al.,2010;2012）.近い

将来,この技術は氷/水界面での単位ステップの観察に

も適用できるようになると期待される.さらに,この技

術とタンパク質分子の単分子挙動観察とを組み合わせる

ことによって,成長ステップとタンパク質分子との相互

作用の直接観察も可能になるであろう.この様なその場

観察実験が実現した暁には,不凍（糖）タンパク質の氷

結晶成長制御機構の解明に向けて,さらなる大きなブ

レークスルーが期待される.
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