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偏極中性子小角散乱法による急冷糖溶液中に生成する
ナノ氷結晶の構造解析

熊田　高之 1），中部　倫太郎 1），中川　洋 1）

　スピンコントラスト変調（SCV）小角中性子散乱（SANS）は，水素核偏極度に伴う偏極中性子散乱曲線
の変化から複合材料のナノ構造を解析する手法である．本研究では，SCV-SANS法を適用して急速凍結
した糖溶液中に生成したナノ氷結晶の構造を検討した．その結果，飽和グルコース溶液中に生成した
ナノ氷結晶は厚さ2〜 3 nmの平板状構造を有し，これは過冷却水における氷結晶の臨界核生成サイズ
とほぼ等しいことが明らかとなった．

Structure analysis of nano-ice crystals in rapidly frozen sugar solutions 
using polarized small-angle neutron scattering

Takayuki Kumada1, Rintaro Nakabe1, Hiroshi Nakagawa1 

Spin-contrast-variation (SCV) small-angle neutron scattering (SANS) is a technique that determines 
nanostructures of composite materials from the proton-polarization-dependent polarized neutron scattering curves. 
We utilized the SCV-SANS technique to determine the structure of nano-ice crystals generated in rapidly frozen sugar 
solutions. We found that the nanoice crystals generated in saturated glucose solutions have a planar structure with a 
thickness of 2-3 nm, which was close to the critical nucleation size of ice crystals in supercooled water.
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1．はじめに

精子・卵子などといった生体試料を凍結保存するために

は，凍結保護剤を添加して細胞膜や細胞小器官などが破壊

されないように氷結晶の形成を食い止める必要がある．そ

のなかでも，糖は毒性が低い凍結保護剤として注目されて

おり，飽和溶解度に近い高濃度トレハロースやスクロース

の添加による氷結晶成長抑制メカニズムの研究が多く進め

られている．

氷結晶の形成には氷核生成と成長の2段階にわけられる．

氷結晶の体積分率は，大雑把に氷核生成の頻度と成長速

度の積であらわされるが，同じ体積分率でも小さな氷晶が

多い方が生体試料への影響は低く抑えられる．つまり，氷

核生成よりも氷晶成長を抑制することが生体組織の保存

に対する影響を低く抑える上で重要である （Chang & Zhao, 

2021, Zhang et al., 2019）．

不凍タンパク質は氷結晶の特定の結晶面に吸着しやすい

構造になっており，その吸着した結晶面における氷結晶の
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成長を強く阻害すると言われている．他の凍結保護剤でも

同様の分子レベルの相互作用があるのではないかとも考え

られる．その一方で，これまで水溶液中の均一核生成の研

究に用いられてきた光学顕微鏡測定では，分解能の高い位

相差法（Shimada & Furukawa, 2018）を用いてもサブマイク

ロメートル以上の氷結晶しか観測できない．X線回折法で

は，原理上Scherrer則を用いて氷結晶の回折ピークの拡が

りから50 nm以下程度の結晶ドメインの大きさを決めるこ

とができるが，実際にはアモルファス氷の信号の重なりな

どもあって難しい．結晶が成長すればするほど，凍結保護

剤と氷結晶面との分子間相互作用以外の，例えば結晶中心

と末端部の温度勾配などといったマクロスコピックな要因

が結晶のモルフォロジー形成に大きな影響を与えるように

なり，議論が凍結保護剤による氷結晶成長の阻害メカニズ

ム解明から遠ざかってしまう．

2．SCV-SANS法

そのような背景の下，我々が開発をすすめてきたスピ

ンコントラスト変調（SCV）中性子小角散乱法（SANS）を用

いれば，ナノスケールの氷結晶が観測できるようになる

のではないかと考えた （Kumada et al., 2023）．SCV-SANS 

法は，中性子の軽水素核に対する散乱能がスピン方向に

依存する性質（図1）を利用した，複合材料の構造解析手法

である．試料中の水素核スピン偏極度PHに応じて変化す

る複数の散乱パターンを解析することで，複合材料中に

おける成分ごとの構造とそれらの絡み合い状態を決定す

ることができる（図2）．
SCV-SANS法に用いる波長0.6 nm近傍の冷中性子の偏

極技術はすでに確立しており，偏極素子を配置するだけ

で偏極度98％以上の偏極中性子ビームが得られる．一方，

磁気モーメントが電子スピンの1/660しかない水素核スピ

ンの偏極が容易ではなく，1 K, 3 Tの低温強磁場下でも熱

平衡条件下で偏極度は0.2%にしかならない．そこで，磁

気共鳴技術を用いて試料中に添加した電子スピンから核

スピンへの偏極移動により準平衡条件ながら核スピンの

偏極度を大きく引き上げる動的核スピン偏極（DNP）法を

用いる（図3）（Kumada et al., 2009）．
SCV-SANS法は，1989年に西ドイツのStuhrmann （Knop 

et al., 1989）により原理実証されたものの，当時の技術では

水素核の偏極が非常に難しくその後の研究展開が限定さ

れていた．そこで我々は，性能をむやみに追求しない代わ

りに扱いやすい小型のDNP装置を開発して，自身が管理・

運営する研究用原子炉（JRR-3）の小角散乱装置（SANS-J），

ならびに大強度陽子加速器施設　物質・生命科学実験施

設（J-PARC MLF）の小角散乱装置（BL15, TAIKAN）に組み

込みSCV-SANS実験を成功させてきた．SCV-SANS実験に

は，高度な磁気共鳴と散乱双方の知見を必要とすること

もあり，現在SCV実験は，我々を含めて世界で3つの中性

子施設でしか行うことができない．
SCV-SANS実験を行うためにはDNP法で試料中の水素核

を偏極度PHで10%程度以上にしなければならない．水素核

を偏極するための条件は，
•	 試料中に電子スピンの供給源となる2,2,6,6-テトラメ

チルピペリジン 1-オキシル（TEMPO），4−ヒドロキシ
TEMPO （TEMPOL）などの安定フリーラジカルが分散し

ていること
•	 核スピンの緩和を誘導する電気伝導体やTEMPO誘導体

を除く磁性体が入っていないこと

図1：上段：熱冷中性子の無偏極時における軽水素と重水素に
対する散乱の違い．数値は干渉性散乱長を示す．下段：中性子
と軽水素のスピン方向に応じて散乱が変化する様子を示した
もの．
Figure 1: Upper, coherent scattering lengths of unpolarized thermal 
and cold neutrons against hydrogen and deuterium; Lower, spin-
dependent coherent scattering length of thermal and cold neutrons 
against hydrogen.

図2：SCV-SANSにおいては，試料の水素核偏極度PHに依存し
て変化する偏極中性子の散乱パターンから複合材料における各
成分のナノ構造とそれらの絡み合い状態を決定する．
Figure 2: SCV-SANS reveals nanostructure of each component of 
composite materials and entangles among the components from the 
PH-dependent polarized-neutron scatterings.
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の2点である．なお，純水は凍結時に添加したTEMPOLが

氷結晶から排斥され氷結晶の界面に凝集してしまうこと

から，代わりに水－グリセロール混合液を用いるのが一

般的である．そのような中，我々は結晶化度の低い急冷

濃厚糖溶液を用いると，水－グリセロール混合液と同様

に高い偏極度が得られることを見出し，SCV-SANS実験の

スタートに漕ぎつけた．

3．実験

　試料は45wt%グルコース，72wt%フルクトース，34wt%

マルトースのD2O溶液（h-glu/D2O, h-fru/D2O, h-mal/D2O），お

よび52wt%重水素化グルコースのH2O溶液（d-glu/H2O）を用

いた．溶媒に合わせてそれぞれの糖はあらかじめOH基は
D置換，OD基はH置換した．図1に示すように，中性子のH

とDに対する干渉性散乱長は大きく異なる．後述するよう

に，糖と溶媒でH体とD体を使い分けたのは，糖を排斥す

る氷結晶と濃縮するアモルファス相でH/Dの比が異なるこ

とを利用して，両者の散乱能の違いを際立たせるためであ

る．各試料にTEMPOLを1 wt%添加，脱気処理を施した後

に注射針を通して，液体窒素の減圧冷却によってつくられ

た固液混合窒素に滴下し，直径3㎜弱のビーズ状固体試料

とした（図4）．液体窒素でなく固液混合窒素を用いたのは，

滴下した液滴のまわりに沸騰した窒素ガスが膜を作り急冷

条件が損なわれるのを防ぐためである．アモルファス氷の

熱伝導率から，滴下した試料の冷却速度は数十K/sと見積

もられる．試料は低温を維持したままJ-PARC MLF BL15に

セットされたDNP装置に挿入した．SCV-SANSでは，1.2 K，
3,33 T下で94 GHzのマイクロ波を印加することで水素核を

偏極しながら偏極中性子の小角散乱を測定した．

4．結果と考察

　図5(a)-(d)は，各糖溶液のSCV-SANS曲線を示す．運動量

移行Q  ≤ 1 nm-1における散乱強度の立ち上がりは干渉性散

乱であり，ここから構造情報が取り出せる．一方，Q > 1 

nm-1の平坦部は構造情報を持たない水素原子の非干渉性散

乱であり本稿では論じない．

図3：DNPによる水素核偏極の原理．1 K, 3 Tの低温強磁場下に
おいて，電子スピンは偏極度（Pe）99%まで偏極するのに対し，
磁気モーメントが小さい水素核は0.2%しか偏極しない（左上）．
そこに電子スピンと水素核スピンのゼーマンエネルギーの和分
のエネルギーを持つマイクロ波を照射すると，電子スピンと水
素核スピンは励起される．電子スピンはミリ秒で緩和する一方
で水素核スピンの緩和は数分から数時間に及ぶほど遅い．マイ
クロ波による水素核スピンの励起速度が緩和速度を大きく上
回った時，水素核スピン偏極度は電子スピン偏極度と同程度ま
で超偏極される（左下）．右はマイクロ波照射後のＨ－ＮＭＲ信
号の増大を示したものである．
Figure 3:  Mechanism of DNP and enhancement of proton 
polarization. Whereas electron spin polarization (Pe) of 99% is 
obtained, PH is only 0.2% at the thermal equilibrium condition at 1 
K and 3.3 T (Upper left). However, by irradiating microwave with 
energy corresponding to the sum of Zeeman energy of electron and 
proton spins, the electron and proton spins are excited. Whereas the 
electron spins relax within milliseconds, the relaxation time of proton 
spin amounts to minutes to hours. When the excitation rate far exceeds 
the nuclear-spin relaxation rate, proton polarization increases close to 
Pe(Lower Left). The right shows enhancement of H-NMR signal after 
irradiation of the microwave.

図4：糖溶液の急速凍結装置．デュワー内の液体窒素を1時間
程度ポンピングして固化させたのち，ヘリウムガスで常圧まで
パージしてから1 wt%TEMPOLを添加した糖溶液を注射針から
滴下する．滴下した液滴は固体窒素表面で瞬時に凍結して直径
3㎜のビーズとなる．ビーズは液体窒素下で試料セルに詰めた
後，極低温を維持したままDNP装置に取り付ける．
Figure 4: Rapid-freezing apparatus for sugar solutions. After 
solidifying liquid nitrogen in the Dewar by pumping, we parged 
with helium gas and dropped the 1 wt%TEMPOL-doped sugar 
solution samples through the needle to prepare 3-mm-diameter frozen 
beads. These beads were filled in the sample cell and set to the DNP 
apparatus while maintaining cryogenic temperature.
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　h-glu/D2Oでは，0.1 nm-1 ≤ Q ≤ 1 nm-1の領域で信号強度
I(Q)はI(Q)∝Q–2に従い，Q < 0.1 nm-1ではI(Q)∝Q–4に従って

変化した．前者の散乱強度はPHに対してPH = 13%に極小

を持つ顕著な二次関数的な変化（図5(i)）を示したのに対し，

後者はPHとともにわずかに増加するのみあった．d-glu/H2O

では，I(Q)∝Q–2の散乱のみが確認されその強度はh-glu/D2O

に比べ10倍程度高く，PH上昇にともないわずかに減少する

傾向を示した．一方h-fru/D2Oでは，I(Q)∝Q–4の散乱のみが

確認され，その強度はPHの上昇とともに増加した．h-mal/

D2Oでも，h-fru/D2Oと同様にI(Q)∝Q–4の散乱のみが確認さ

れたが，その強度は逆にPHの増加とともに減少していた．

　図5(e)-(h) は，氷結晶とアモルファス氷の体積当たりの

偏極中性子干渉性散乱長の和（散乱長密度，SLD）のPHに対

する変化を計算したものである（ρc，ρa）．ここでの，SLD

はいわば中性子に対する屈折率（もっと正確には屈折率1か

らの減少量）のようなものである．界面における光の反射

強度が界面を挟む二つの物質の屈折率差の自乗に比例する

ように，中性子の散乱強度もSLD差の自乗に比例する． (e)

(g)(h)において，ρcがPHに対して変化しないのは，氷結晶は

糖を排除してHを含まない純粋なD2O結晶を生成している

ことに対応する．反対に，ρaはH体を多く含む糖の濃縮に

よりPHに対する傾きが強くなる．

　氷結晶の散乱強度Ic(Q)は，数密度nc，体積Vc，形状因子
Fc(Q)を用いて

とあらわされる．一方，アモルファス氷は熱収縮により内

部に無数のひび割れを作ると考えられており （Yamamuro, 

2004）．ひびが数十nmより厚いとき，今回の測定Q領域

における散乱強度Ia(Q)は，試料が浸かっている液体Heの
SLDρHeと定数Kを用いて

と表される．非干渉散乱成分を除くとI(Q)は両者の和とな

る （Hashimoto et al., 2007）．

　図5(e)と(i)にに示すように，h-glu/D2Oにおいては，PH = 

13%付近でρc = ρaとなりI(Q)∝Q–2の散乱は極小値をとるこ

とから，同散乱はIc(Q)つまり氷由来の散乱と考えられる．

一方，PHに対する強度変化が小さいI(Q)∝Q–4の散乱はIa(Q)

由来のものであると考えられる．d-glu/H2Oでは，I(Q)∝
Q–2に比例した散乱が強く観測された．これは図5(f) に示

すように，h-glu/D2Oに比べ|ρc - ρa|が大きいためである．一

方，PHの上昇とともに強度が僅かしか減少しないのは，|ρc 

- ρa|のPHに対する変化割合が小さいことに対応している．
I(Q)∝Q–2であることは氷結晶が板状であることを示してお

り（Hashimoto, 2017），おおよそ板厚は2-3 nm，面拡がりは

数十nm程度になっていることがわかった．

　一方，h-fru/D2Oでは糖濃度が高すぎて氷結晶が生成し

ていないことがX線回折実験からわかっている．観測され

たI(Q)∝Q–4の散乱はひび割れ由来のものであり，図5(g)か

ら読み取れる|ρs – ρHe|と同様にPHとともに強度が増大して

いる．

　h-mal/D2OにおけるI(Q)∝Q–4の散乱は，PHの増加ととも

に減少していることから，ひび割れではなくあくまで氷

結晶由来の散乱である．本結果から，生成した氷結晶が

数十nm以上の厚さを持った平板かバルクを形成している

ことを示す．

　グルコースとマルトースの水溶液中で氷結晶の形状がな

ぜこうも違うのか？原著論文 （Kumada et al., 2023）では糖

の種類に依存した氷結晶成長抑制効果の違いではないかと

推察したが，後日行った追加実験の結果は，どうやら糖の

種類よりも糖濃度がナノ氷結晶の形状を決定する大きな因

熊田　高之，中部　倫太郎，中川　洋

図5： (a)–(d) SCV-SANS曲線；(e)–(h) ρa，ρc，およびρHeの計算値；
(i) h-glu/D2OにおけるQ = 0.33 nm–1での散乱強度のPH依存変化．
(a)-(d)における細実線はフィッティング曲線を示す（Kumada et 
al., 2023）．
Figure 5: (a)–(d) SCV-SANS curves; (e)–(h) calculated values of ρa, 
ρc, and ρHe; (i) variation of scattering intensity at Q = 0.33 nm–1 with 
PH for h-glu/D2O. The narrow solid lines in (a)-(d) show the fitting 
curves (Kumada et al., 2023).
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子になっていることを示唆している．こちらについてはま

とまり次第報告する予定である．

5．展望

現状は，SCV-SANS法を用いてとにかくnm厚板状氷結

晶が見えたことを報告している状態である．今後は，添

加濃度を揃えた複数種類・濃度の糖溶液で測定を行うな

ど，系統的に凍結保護剤による氷結晶の成長に与える影

響の違いを議論したい．

また，今後は圧力による氷結晶の成長抑制効果の研究に

展開したいと考えている．糖添加と同様に，水に圧力を

かけると氷結晶の前駆体である低密度水が減少するため

氷結晶が生成しづらくなることがわかっている （Suzuki & 

Takeya, 2022）．，凍結保存により大きな影響を及ぼす氷結

晶の成長に対し，圧力はどのように働くのか，今後SCV-

SANS法を用いて明らかにしていきたいと考えている．
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