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研究成果の概要： 
近赤外光の強度が水温に依存することを利用し、水と氷の温度を非接触で測定する方法を確立

した。この方法により、きわめて狭い領域における不凍化蛋白質水溶液中を成長する氷近傍の

温度計測を行った。また蛋白質濃度の計測を行い、温度低下や濃度上昇の特徴を明らかにした。

１ないし数個の蛋白質モデルと氷核を含む過冷却水の分子動力学解析を行い、氷表面と蛋白質

の相互作用に関する蛋白質中のアミノ酸残基の役割を明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
 

近年、食品や食材の冷凍･冷蔵保存量が飛躍

的に増加しており、省エネルギー化や生産･

保存の安全性が求められてきた。また医療に

おける低温手術や臓器保存の機会が増え、組

織や臓器を長時間保持する方法の開発が必要

とされてきた。このためには、対象物に含ま

れる水が氷に変化することによる、溶質濃度

の変化や細胞･組織の破壊を最小限に食い止

めることが必要不可欠である。この氷結晶の

成長抑制には、急速冷凍などの冷凍方法の改

善が行われていたが、エネルギー消費は少な

くなかった。他の抑制法として、相変化に影

響を与えかつ安全な添加物が有力視されてい

た。添加物の中では、不凍化蛋白質が注目を

集めていた。不凍化蛋白質は食塩と異なり、

融点を下げずに凝固点を下げるので、その間

の温度に設定することにより、氷結晶の成長

を容易に制御できるからである。 

国内外において、主として化学者や生化学

者により、この蛋白質に関する多くの研究が



なされた。これらは、氷の結晶成長を阻害す

るメカニズム、不凍化蛋白質の構造、不凍化

蛋白質を持つ動植物の発見、動植物の品種改

良など、多岐にわたっていた。氷成長阻害の

解明に関する研究に限っても、その手法は、

分子動力学解析、電子顕微鏡による氷表面計

測、氷の形状の時間変化測定など多様であっ

た。しかしながら、得られた結果を基にした

考察においては、蛋白質のアミノ酸残基の果

たす役割に関する仮説に相反するものがあっ

た。したがって、氷成長阻害のメカニズムは

不明であった。 

研究代表者は、このような状況に鑑み、ま

た伝熱学に関する研究経験と前述の社会的意

義を考慮して、平成 14 年から不凍化蛋白質に

よる氷成長阻害のメカニズム解明を目的とし

た分子動力学解析と計測を開始した。平成 19

年までに、以下の結果を得た。 

顕微鏡のステージに置かれた冷却器に取
り付けた２枚のカバーガラス間の狭い領域
における不凍化蛋白質タイプ Iの主成分であ
る HPLC6 の水溶液の測定を行い、蛋白質の濃
度、氷-水界面の形状と移動速度の結果を得
た。これらの結果により、凝固点降下は蛋白
質濃度に比例しないこと、濃度の増加につれ
て界面は細かな鋸刃状に変化すること、蛋白
質は界面に沿って動くこと、会合した蛋白質
は氷中に液体の細長い領域を残すことを明
らかにした。また、不凍化蛋白質タイプ Iの
一部を模擬するモデル、氷核、過冷却水の混
合体に関する分子動力学解析を行い、親水性
アミノ酸残基の運動、およびその残基と水中
の水分子あるいは氷核中の水分子との相互
作用が、水分子の氷界面への接近を阻害する
ことを明らかにした。 

 

２．研究の目的 
 

以上の研究成果をもとに考察を重ねた結果、

不凍化蛋白質の機能の解明には、①植物の導

管や魚の毛細血管といった、極めて狭い領域

における氷結晶と活性状態の蛋白質の相互作

用を計測すること、②そのために、非接触か

つ微小領域における温度測定法を確立するこ

と、③分子動力学解析結果を踏まえつつ、マ

イクロスケールの凝固過程の数値シミュレー

ションを実行すること、が必要不可欠である

と結論付けた。これらが本申請研究の目的で

ある。 

 

３．研究の方法 
 

低温恒温室内に置かれた現有の生物用高
性能顕微鏡のステージに電子冷却装置（ペル
チェ冷却器）を設置し、銅板を介して HPLC6

希薄水溶液 20μリットルを冷却した。きわめ
て狭い間隔に保持された 2枚のカバーグラス
を用いて、資料を保持した。これにより、導
管や毛細血管の内径に近い液体厚さを実現
した（図１参照）。カバーグラスにはさまれ
た水溶液の冷却により、1 方向に氷が成長す
ることを確認した。 

設備備品として購入した近赤外分光器を
光ファイバーにより顕微鏡に接続し、顕微鏡
観察領域のごく一部の水溶液を通過する近
赤外光のスペクトル強度を測定した。その強
度から水溶液の温度を求めた。同様に氷の温
度も測定した。顕微鏡に接続した CCD カメラ
により、氷-水溶液界面の画像を取り込んだ。
連続画像を処理して、界面位置と温度を同時
に測定した。 
HPLC6の一部の分子に蛍光分子FITCを付与

し、顕微鏡に備え付けの水銀ランプの照射に
より蛍光を発するようにした。顕微鏡に接続
した CCD カメラにより、蛍光と氷-水溶液界
面の画像を取り込んだ。連続画像を処理して、
界面位置と蛍光強度分布の移動速度を求め
た。蛍光強度から不凍化蛋白質の濃度を推定
した。 
分子動力学解析に関しては、HPLC6 の 3 分

の 1 に相当する 12 個のアミノ酸残基からな
るポリペプチドモデルを作成した。また氷と
の水素結合に関与しているとされる特定の
親水性アミノ酸残基（トレオニン残基）を別
の残基に置き換えた変異蛋白質のモデルも
２種類作成した。これらを含む水、あるいは
氷-水混合系に関する分子動力学シミュレー
ションを行った。得られる統計量を比較し、
モデルの側鎖サイトがその周辺の水分子へ
及ぼす影響について検証した。さらに、HPLC6
全体のモデルを作成して、同様の分子動力学
解析を行った。 
分子動力学解析では、マイクロスケールの

測定系の熱的境界条件や氷結晶面の予測は
困難である。そこで計測対象であるカバーガ
ラスに挟まれた水溶液の凝固を予測でき数
値計算法を開発をめざし、相変化を予測でき
る Phase Field 法を組み込んだ数値シミュー
レションプログラムを作成し、これを実行し
て得られた結果を検討した。 
 

 
図 1 冷却測定部の詳細 
 



濃度勾配によって拡散が生じるという勾
配型拡散を仮定して、拡散速度を求めたとこ
ろ、界面移動速度と異なる結果を得た。この
ことは、不凍化蛋白質の一部は界面に固着す
るのではなく、界面と相対運動することを示
唆する。 

４．研究成果 
 

２枚のカバーグラスに挟まれた蛋白質水
溶液の厚みを 20μmまで狭くすることが可能
となった。電子冷却器を調節して、氷の成長
速度を 3μm/s まで下げることができた。こ
れらの値は、文献に見られる最低値に相当す
る。 

HPLC6 の 3 分の 1 のモデルと六角柱状の氷
結晶を含む過冷却水の分子動力学解析を行
った結果に関して、ある時刻のスナップショ
ットを、図３に示す。図の中央が氷結晶であ
り、細線は氷内部の水分子の近接状態を表す。
モデルは氷の右側に位置している。モデルの
らせん軸は、初期状態では図の縦方向に平行
であったが、図の時刻では約 14 度傾き、下
端のトレオニン残基が氷に最も近い。いっぽ
う、モデルの上端にあるもう 1つのトレオニ
ン残基は、氷表面から遠い。トレオニンをバ
リンに置換した変異蛋白質のモデル、トレオ
ニンをセリンに置換した別の変異蛋白質モ
デルも、ともに氷表面への接近は顕著でなか
った。これらのことは、氷近傍のタンパク質
の振る舞いは原子配置に依存することを示
している。このような予測結果は、他者の実
験結果と矛盾しない。 

純水を冷却した場合には、氷と水の界面は
平坦で、冷却方向に垂直であり、厚み方向に
は一様であった。これより、一方向冷却が実
現できることが確認された。他方、不凍化蛋
白質水溶液を冷却した場合には、氷の表面は
鋸刃状になり、場合によっては刃元部から氷
の内部に細長い液体領域が残ることが観察
された。 

光ファイバーとピンホールを用いて、約
0.001mm2の極小領域内の蛋白質水溶液あるい
は氷の近赤外光強度、したがって温度を計測
できることが明らかになった。これにより、
氷表面近傍の液体温度の非接触計測が可能
であることが示された。なお、熱電対との同
時測定を行った検定実験結果より、温度のば
らつきは標準偏差 0.12℃の範囲であり、近赤
外光強度による温度測定の精度は高いこと
が実証された。 

凝集した蛋白質を模擬するために、５つの
モデルを氷結晶面の近くに配置し、分子動力
学解析を行った。その結果、いずれのモデル
も、その傾きは小さく、その動きは緩慢であ
った。このことは、トレオニン残基と氷の相
互作用よりも、モデル間の相互作用のほうが
大きく、そのためにトレオニン残基が氷に接
近できないことを表している。 

温度測定結果の一例を図２に示す。図中の
Tia は鋸刃状界面の刃先の温度と純水の氷表
面近傍温度 Tpw との差を、Tib は鋸刃状界面
の刃元の温度と Tpw との差を、それぞれ表す。
横軸は氷成長速度を表す。図より、刃先の温
度は純水の氷表面温度よりも低いこと、刃元
の温度は、刃先や純水の氷表面温度よりもさ
らに低いこと、このような温度低下は氷の成
長速度が速いほどより顕著になること、が明
らかになった。 

さらに、HPLC6 の全体モデルを作成し、こ
れを氷壁の間にある水の中に投入した系の
分子動力学解析を行い、上述の結果と似た結
果を得た。 
 HPLC6 水溶液の厚みが薄いため、HPLC6 に

付与した蛍光分子の蛍光強度は、HPLC6 の濃
度に比例すると考えられる。そこで、蛍光強
度から蛋白質濃度を推定した。連続画像を処
理した結果、鋸刃状界面の刃先よりも刃元の
ほうが、より濃度が高いという結果を得た。 
 

 
図３ 1 個の HPLC6 の一部をあらわすモデ

ルと、六角柱状の氷結晶を含む過冷却水のス
ナップショット 図２鋸刃状界面近傍温度の界面速度依存性 
  



相変化を予測できる Phase Field 法を組み込
んだ２次元数値計算プログラムを開発後、温
度・濃度測定に用いた２枚のカバーグラスに
挟まれた水を冷却した系の温度変化、氷の成
長速度、熱流束などの予測を試みた。その結
果より、温度分布とその時間変化、および界
面移動は、ほぼ妥当であることが明らかにな
った。このことより、本数値シミュレーショ
ンは有望であることが結論付けられた。 
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